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I Z V O D  
 
U ovom radu su, kopolimerizacijom preko slobodnih radikala, sintetisani 
temperaturno- i pH-osetljivi hidrogelovi na bazi N-izopropilakrilamida (NiPAAm) i 
itakonske kiseline (IK) različitog sastava i stepena umreţenja. Karakterizacija sintetisanih 
uzoraka je izvedena bubrenjem, ispitivanjem mehaničkih svojstava, skenirajućom 
elektronskom mikroskopijom, Furijeovom transformacijskom infracrvenom analizom i 
mikroskopijom atomskih sila. PotvrĎeno je da su sadrţaj umreţivača i sastav reakcione 
smeše uticali na strukturu hidrogela, mehanička svojstva, morfologiju i kinetiku bubrenja.  
U drugom delu rada izvedena je imobilizacija enzima, a kao model jedinjenje 
korišćena je lipaza iz Candida rugosa (CRL). Imobilizacija lipaze je izvedena na dva načina, 
„in situ― polimerizacijom (Metoda I), i bubrenjem prethodno sintetisanih suvih uzoraka u 
rastvoru lipaze (Metoda II), uz variranje sadrţaja lipaze. Pokazano je da prisustvo itakonske 
kiseline i lipaze u nosaču utiče na bubrenje i mehanička svojstva hidrogela i na aktivnost 
enzima. UtvrĎene su optimalne vrednosti pH i temperature za imobilisanu lipazu. Ispitana je 
i stabilnost imobilisane lipaze pri skladištenju tokom 60 dana na različitim temperaturama. 
PoreĎenjem sloţenosti izvoĎenja imobilizacije, aktivnosti imobilisane lipaze, kao i 
ekonomičnosti i efikasnosti primene, utvrĎeno je da Metoda I ima prednost nad Metodom II. 
Na osnovu dobijenih rezultata, hidrogel sa imobilisanom lipazom koji je pokazao 
najbolja svojstava, je primenjen kao biokatalizator u reakciji sinteze n-amil-izobutirata. 
Sinteza je izvedena esterifikacijom izobuterne kiseline i n-amil alkohola u n-heksanu. 
Ispitani su i optimizovani parametri reakcije i studija ponovnog iskorišćenja biokatalizatora.  
TakoĎe, ispitana je mogućnost potencijalne primene ovih hidrogelova za 
kontrolisano otpuštanje lekovitih supstanci. Spektrofotometrijskom analizom je utvrĎeno da 
profil i kinetika otpuštanja lipaze mnogo zavise od strukture hidrogela i pH vrednosti 
okoline. PotvrĎeno je da sve formulacije hidrogelova omogućuju očuvanje visoke aktivnosti 
lipaze i nakon otpuštanja u uslovima koji bi izazvali denaturaciju enzima koji nije zaštićen u 
gelu.  
Podešavanjem sastava kopolimera P(NiPAAm/IK) i stepena umreţenja ovi 
hidrogelovi se mogu koristiti kao pogodne matrice za imobilizaciju enzima i njihovu 
primenu kao biokatalizatora u enzimskim reakcijama. TakoĎe, moguća je njihova primena 
kao nosača za kontrolisano otpuštanje proteina u biološki aktivnom obliku. 
 
Kljuţne reţi: Temperaturno- i pH-osetljivi hidrogelovi, N-Izopropilakrilamid, itakonska 
kiselina, lipaza iz Candida rugosa, imobilizacija enzima, aktivnost enzima, sinteza estra n-
amil-izobutirata, kontrolisano otpuštanje proteina, kinetika otpuštanja 
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A B S T R A C T  
 
Temperature- and pH-sensitive hydrogels, based on N-isopropylacrylamide 
(NiPAAm) and itaconic acid (IA) were synthesized by free radical crosslinking 
copolymerization by varying comonomer and crosslinking agent content. Characterization 
of the samples was performed by the swelling studies, testing mechanical properties, 
Scanning Electron Microscopy, Fourier transform Infrared Spectroscopy and Atomic Force 
Microscopy. It was confirmed that the degree of crosslinking and hydrogel composition had 
impacts on the hydrogel structure, mechanical properties, morphology and swelling kinetics.  
In order to immobilize enzyme, lipase from Candida rugosa (CRL) was used as a 
model compound. Immobilization of lipase was performed by „in situ― polymerization 
(Method I), and by swelling of previously synthesized xerogels in lipase solution (Method 
II), with lipase content variation. It has been shown that itaconic acid and lipase presence in 
the hydrogel affect the swelling and mechanical properties of hydrogel and enzyme activity. 
The optimal pH and temperature values for immobilized lipase were defined. The stability 
of the immobilized lipase at different temperatures was determined during 60 days. It was 
confirmed that Method I was preferable than Method II, concerning lipase ease of 
immobilization, its activity, economical and efficiency aspects of its application. 
Based on these criteria, the hydrogel with immobilized lipase, showing the best 
properties, was selected and used as biocatalyst in ester synthesis reactions. Synthesis of n-
amyl isobutyrate is carried out by esterification of isobutyric acid and n-amyl alcohol in n-
hexane. Reaction parameters and the reusability study of the biocatalyst have been evaluated 
and optimized. 
The possibility of potential application of these hydrogels in drug controlled release 
systems was tested. Spectrophotometric analysis showed that the lipase release kinetics 
depended on hydrogel structure and environmental pH. It was confirmed that all 
formulations of hydrogels enable the preservation of high activity of lipase even after release 
conditions that would provoke denaturation of the enzyme if it was not protected in the gel. 
It was concluded that by adjusting the P(NiPAAm/IA) copolymer composition and 
the crosslinking degree these hydrogels can be used as a suitable matrix for the enzyme 
immobilization and their application as biocatalyst in enzyme reactions. It was also possible 
to use them as carriers for protein controlled release in a biologicaly active form, as well. 
 
Keywords: Temperature- and pH-sensitive hydrogels, N-Isopropylacrylamide, Itaconic 
acid, Candida rugosa lipase, Enzyme immobilization, Enzyme activity, n-amyl isobutyrate 
ester synthesis, Controlled protein release, Release kinetics 
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S P I S A K  S K R A Š E N I C A  I  S I M B O L A  
 
I  S k r a š e n i c e  
Spisak skraćenica 
AFM Mikroskopija atomskih sila 
FT-IR Furijeova transformacijska infracrvena (spektroskopija) 
GI trakt Gastrointestinalni trakt 
HIV Humano imunodeficijentni virus 
HPM Hibridna polimerna mreţa  
IPM Interpenetrirajuća polimerna mreţa  
LCST 
Donja kritična temperatura rastvora (eng. Lower Critical 
Solution Temperature)  
Lip1-Lip7 Izoenzimi lipaze 
Metoda I „In situ― imobilizacija lipaze 
Metoda II Umetanje lipaze bubrenjem 
PNiPAAm Poli(N-izopropilakrilamid) 
P(NiPAAm/IK) Poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) 
PHEMA  Poli(hidroksietil metakrilat)  
PLGA Poli(mlečna kiselina-ko-glikolna kiselina) 
PVC Poli(vinil hlorid) 
SEM Skenirajuća elektronska mikroskopija 
UCST 
Gornja kritična temperatura rastvora (eng. Upper Critical 
Solution Temperature) 
UV Ultraljubičasta spektroskopija 
UV/Vis Ultraljubičasta/vidljiva spektroskopija 
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Spisak hemikalija 
CRL Lipaza iz Candida rugosa 
HEMA Hidroksietil metakrilat 
HCl Hlorovodonična kiselina 
IK Itakonska kiselina 




Na2HPO4 (×12H2O) Dinatrijum hidrogen fosfat (dodeka hidrat) 
NaH2PO4 (×2H2O) Natrijum dihidrogen fosfat (dihidrat) 
NaOH Natrijum hidroksid 
NiPAAm N-izopropilakrilamid 
PVA Poli(vinil alkohol) 
PVP Poli(N-vinil-2-pirolidon) 
Tris Tris(hidroksimetil)aminometan 
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I I  S i m b o l i  
 
DEO I – TEORIJSKI DEO 
 
Poglavlje 1. 
(E+S) Kompleks enzim-supstrat 
CRLc Zatvorena konformacija lipaze iz Candida rugosa 
CRLo Otvorena konformacija lipaze iz Candida rugosa 
E Molekul enzima u rastvoru 
S Molekul supstrata 
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Poglavlje 2. 
G -S Slobodna energija procesa (rastvaranja) (J) 
 Promena entalpije (rastvaranja) (J) 
 Temperatura (K) 
S Promena entropije (formiranja veze) (J/K) 
COOH Karboksilna grupa 
Cn Florijev karakterističan odnos 
I Jonska jačina medijuma (mol/dm
3
) 
Ka1 Prva konstanta disocijacije kiseline sa dve COOH grupe 
Ka2 Druga konstanta disocijacije kiseline sa dve COOH grupe 
l Duţina C–C veze u osnovnom lancu (m) 
Mc 
Srednja molekulska masa polimernog lanca izmeĎu dve 
susedne tačke umreţanja (g/mol) 
Mr 
Molekulska masa osnovne strukturne jedinice koja čini 
polimerni lanac (g/mol) 
NH2 Amino grupa 
OH Hidroksilna grupa 
pKa Konstanta disocijacije kiseline 
pKb Konstanta disocijacije baze 




1/2 Kvadratni koren srednjeg kvadrata rastojanja 
neporemećenog lanca izmeĎu dva susedna mesta umreţenja 
t Temperatura (°C) 
V1 Molarna zapremina medijuma za bubrenje (m
3
/mol) 
X Maseni udeo dikarbonske kiseline 
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Grčki simboli 
α Stepen izduţenja polimernog lanca u bilo kom pravcu 
ν2,r Zapreminski udeo polimera u stanju relaksacije 
ν2,s Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju 
ξ Veličina pora 
  Funkcionalnost umreţivača 
χ Parametar interakcije polimer-rastvarač 
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DEO II – EKSPERIMENTALNI DEO 
Poglavlje 3. 
p.a. Pro analysi 
Å Angstrem 
C = 144 × (Abs215 / Abs 225) Koncentracija otpuštenog proteina (μg/mL) 
Abs215 Apsorbancija na talasnoj duţini od 215 nm 
Abs225 Apsorbancija na talasnoj duţini od 225 nm 
IU Internacionalna jedinica 
obr/min Obrtaja po minutu 
q = mt / m0 Stepen bubrenja 
mt Masa nabubrelog hidrogela u trenutku t (g) 
m0 Masa kserogela (g) 
 
DEO III – REZULTATI I DISKUSIJA 
Poglavlje 4. 
CH(CH3)2 Izopropil grupa 
CONH Amido grupa 
COO¯ Karboksilni anjon 
G′ Modul sačuvane energije 
STD Standardna devijacija 
ΔG = ΔGm + ΔGel + ΔGj Gibsova slobodna energija (J) 
ΔGm 
Gibsova energija spontanog mešanja molekula fluida sa 
polimernim lancima (J) 
 ΔGel 
Doprinos Gibsovoj energiji usled elastične sile otpora 
unutar hidrogela (J) 
  ΔGj 
Doprinos Gibsovoj energiji usled prisustva jonskih grupa, 
koji se javlja kod jonskih hidrogelova (J) 
 
 
Spisak Skraćenica i Simbola (nastavak) 
_________________________________________________________________________________________ 
 
Strana | XXIV  
 
Poglavlje 5. 
Y Prinos aktivnosti (%) 
 
Poglavlje 8. 
t Vreme trajanja reakcije polimerizacije (h) 
t1/2 Poluvreme reakcije otpuštanja lipaze (h) 
k Konstanta bubrenja 
M∞ 
Ukupna kumulativna masa osloboĎene lipaze u stanju 
ravnoteţe 
Mt Ukupna kumulativna masa osloboĎene lipaze u vremenu t 
n Difuzioni eksponent 
Pg  Masa umetnute lipaze (mg/gkserogela) 
 
Grčki simboli 
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U V O D  
 
Jedna od prvih primena hidrogelova u medicini bila je za izradu kontaktnih sočiva 
zbog zadovoljavajućih mehaničkih svojstava, dobrog indeksa refrakcije i visoke 
propustljivosti kiseonika. Zahvaljujući specifičnim svojstvima danas su hidrogelovi postali 
veoma atraktivni za primenu u biomedicinske i farmaceutske svrhe, kao i u poljoprivredi, 
biologiji, ekologiji, itd. Posebno su interesantni hidrogelovi osetljivi na spoljne stimulanse 
koji pruţaju velike mogućnosti za različite primene jer se njihova fizičko-hemijska i 
mehanička svojstva mogu kontrolisati promenama fizioloških uslova (pH vrednost, 
temperatura, jonska jačina, promena koncentracije biološki aktivnih supstanci, itd.).  
Hidrogelovi su polimerne mreţe, koje mogu da upiju veliku zapreminu okolnog 
fluida. Zahvaljujući fizičkom i/ili hemijskom umreţenju, nerastvorni su u njima, odnosno 
bubre. Na postizanje ţeljenih svojstava i ponašanje hidrogelova pri bubrenju, njihovu 
stabilnost, biodegradabilnost, jačinu i biokompatibilnost moguće je uticati izborom 
monomera i uslova sinteze 
1
. 
Primena enzima kao katalizatora hemijskih reakcija u industrijskim procesima do 
nedavno je bila vrlo ograničena usled njihove nedovoljne stabilnosti uzrokovane 
osetljivošću enzima na promene u spoljašnjoj sredini, visoke cene i neekonomičnog načina 
njihove upotrebe. Savremena istraţivanja su orijentisana ka imobilizaciji enzima u prirodne i 
sintetske hidrogelove. Vezivanjem enzima (fizičko ili hemijsko) za čvrstu podlogu, se 
omogućava separacija enzima iz reakcione smeše i višekratna upotreba u šarţnim i 
kontinualnim procesima čime je prevaziĎen problem upotrebe nativnih enzima 
2
. Aktivnost 
imobilisanog enzima u mnogome zavisi od strukture samog hidrogela, metode i uslova 
imobilizacije, tipa enzima, njegovog sadrţaja i reakcionih parametara. 
S druge strane, jedan od najvećih izazova istraţivačima predstavlja mogućnost 
primene hidrogelova za kontrolisano otpuštanje terapeutskih proteina jer se na taj način 
moţe sprečiti inaktivacija enzima do mesta primene i poboljšati njegova permeabilnost. 
Zahvaljujući „protein-friendly― okruţenju, usled velikog sadrţaja vode, kao i relativno 
jednostavne proizvodnje hidrogelova, kontrolisano otpuštanje terapeutskih proteina privlači 
sve veću paţnju 
3
. Glavna istraţivanja u farmaceutskoj industriji su fokusirana na razvijanje 
sistema, za kontrolisano otpuštanje lekovitih i bioaktivnih supstanci koji omogućuju difuziju 
molekula različitih veličina u i izvan njih, pri čemu se povećava efikasnost lekovitih 
supstanci i smanjuju neţeljeni efekti 
4,5
. 
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Predmet ovog rada je imobilizacija lipaze iz Candida rugosa u temperaturno- i pH-
osetljiv hidrogel N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline, biokompatibilan i amfifilan 
nosač, nedenaturišući za mnoge proteine 
6,7
. Iako u literaturi postoji veliki broj radova na 
temu imobilizacije lipaza u prirodne hidrogelove kao što su alginati, hitozani i drugi, 
imobilizacija lipaze u hidrogelove na bazi itakonske kiseline nije dovoljno ispitana 
8,9
, a po 
prvi put je ispitana imobilizacija lipaze iz Candida rugosa u ovu matricu. 
U radu je izvedena imobilizacija enzima na dva načina, „in situ― polimerizacijom, tj. 
dodatkom enzima u reakcionu smešu pre početka reakcije polimerizacije i umreţavanja 
(Metoda I), i bubrenjem prethodno sintetisanog hidrogela u rastvoru enzima (Metoda II). 
Efikasnosti metoda imobilizacije uporeĎene su na osnovu mase vezanog enzima po jedinici 
mase nosača kao i specifične aktivnosti dobijenih biokatalizatora. Ispitan je uticaj sastava 
hidrogelova na masu, specifičnu aktivnost i stabilnost imobilisanog enzima praćenjem 
kinetike otpuštanja imobilisane lipaze iz hidrogelova 
10,11
. 
Osnovni cilj je bio da se ispita uticaj sastava hidrogelova sa aspekta odnosa 
monomera i koncentracije umreţivača, kao i načina imobilizacije lipaze u hidrogelove, na 
specifičnu aktivnost i stabilnost biokatalizatora. Kako je stabilnost imobilisanog enzima 
veoma vaţno svojstvo za njegovu praktičnu primenu, ispitana je i mogućnost reciklacije 
enzima i ponovne upotrebe. Optimizovani su reakcioni uslovi na sintezu estra n-amil-
izobutirata i stabilnost pri skladištenju imobilisanog enzima. 
TakoĎe, cilj je bio i da se ispita mogućnost modifikacije dobijenog hidrogela kako bi 
mogao da se koristi kao nosač za kontrolisano otpuštanje terapeutskih proteina. Ispitan je 
uticaj strukture hidrogela i okolnog medijuma na in vitro otpuštanje terapeutskog proteina, u 
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Lipaze su enzimi koji katalizuju veliki broj reakcija pod blagim uslovima: hidrolizu 
masti i ulja, hidrolizu estara karboksilnih kiselina od najjednostavnijih estara 
monohidroksilnih alkohola do najsloţenijih tricikličnih acetata, reakcije aminolize, acidolize 
i dr. Prirodni supstrat lipaza su triacilgliceroli čija se hidroliza odvija do slobodnih masnih 
kiselina, diacilglicerola, monoacilglicerola i glicerola 
12
. Zahvaljujući mogućnosti katalize 
velikog broja reakcija, jedinstvenoj strukturi i mehanizmu reakcije lipaze spadaju u red 
najviše proučavanih enzima u literaturi. One igraju vaţnu ulogu u ćelijskom metabolizmu i 
vanćelijskoj razgradnji lipida. Osim hidrolize, katalizuju i druge reakcije kao što su sinteze 
estara i transesterifikacije, i to uglavnom uz visoku regio- i enantioselektivnost, što ih čini 
posebno vaţnim biokatalizatorima. 
Mogu biti biljnog, ţivotinjskog i mikrobiološkog porekla. Lipaze su veoma 
rasprostranjene u prirodi i mogu se naći preteţno u semenju, plodovima i podzemnim 
delovima biljaka, u ţivotinjskim organizmima, naročito u pankreasu i crevima. Veliki broj 
mikroorganizama ih sintetiše, uglavnom Pseudomonas, Achromobacter i Staphylococus. 
UtvrĎeno je da preko 90 % mikroorganizama pokazuje lipolitičku aktivnost. Pored bakterija 
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sintetišu lipaze. Zbog pristupačnosti i niske cene, lipaze proizvedene iz kvasaca i plesni su 
najčešće korišćene lipaze 
12
. Najpoznatija animalna lipaza je pankreasna lipaza koja je prvi 
put izolovana iz pankreasnog soka još 1956. godine. 
Najvaţnija svojstva lipaza su specifičnost/selektivnost prema odreĎenim supstratima, 
termostabilnost, pH i temperaturni optimum. Ova svojstva prvenstveno zavise od njihovog 
porekla, odnosno od toga da li su u pitanju biljne, animalne ili mikrobne lipaze, iako se u 
okviru svake grupe ispoljavaju znatne razlike. 
Veoma vaţno svojstvo lipaza je njihova selektivnost koja je ključna za praktičnu 
primenu lipaza. Pravilnim izborom lipaza omogućava se dobijanje ţeljenog proizvoda u 
velikom prinosu. Lipaze pokazuju različite vrste specifičnosti u zavisnosti od porekla. Tako 
pokazuju specifičnost prema estru, što znači da postoji razlika u brzini hidrolize različitih 
estara. Druga vrsta specifičnosti koju mogu da imaju je poziciona specifičnost koja se 
odnosi na različitu brzinu hidrolize primarnih i sekundarnih estarskih veza u molekulu 
triacilglicerola. Ukoliko je brzina hidrolize ovih veza pribliţno jednaka lipaze koje 
katalizuju tu reakciju su poziciono nespecifične. Neke lipaze mogu da pokazuju specifičnost 
prema masnim kiselinama na koje deluju, pri čemu se smatra da duţina lanca masne kiseline 
najviše utiče na brzinu reakcije. Osim ovih, moguće je i postojanje stereohemijske ili optičke 
specifičnosti. Vaţno je napomenuti i to da ispoljavanje odreĎene specifičnosti u okviru 
pomenutih grupa specifičnosti nije u istoj meri izraţeno kod lipaza različitog porekla. Neke 





1.1. Struktura i mehanizam delovanja lipaza 
 
Lipaza je enzim rastvoran u vodi koji katališe hidrolizu hemijskih veza u estrima u 
lipidne supstrate nerastvorne u vodi 
13,14
. Lipaze su aktivne samo na granici polarne i 
nepolarne faze u heterogenim sistemima (ulje/voda), dok su u organskim rastvaračima 
prilično inertne, a na supstrate u vodi gotovo da ne reaguju. Aktivacija lipaze na granici faza 
ulje/voda je prikazana na Slici 1.1. Na brzinu lipolitičke reakcije najviše utiče sama površina 
dvofaznog sistema, a znatno manje koncentracija supstrata na granici faza. TakoĎe je 
dokazano da je brzina reakcije obrnuto proporcionalna zapremini sistema. 
U vodenoj sredini aktivni centar lipaze se nalazi u unutrašnjosti enzima zaklonjen 
peptidnim lancem. Tada molekuli supstrata ne mogu da doĎu do aktivnog centra enzima, 
zbog čega su lipaze neaktivne u vodenim rastvorima. MeĎutim, ako se enzim adsorbuje na 
graničnoj površini izmeĎu vodene i nepolarne faze, dolazi do promene prostornog rasporeda 
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molekula – enzim prelazi u „otvorenu konformaciju― u kojoj je aktivni centar dostupan 
supstratu, tako da se kompleks enzim-supstrat moţe formirati 
12
. Promena konformacije 
molekula lipaze je prvi put potvrĎena 1990. godine ispitivanjem kristalne strukture malog 
molekula lipaze iz Rhizomucor miehei. Ovo svojstvo pokazuju i lipaze iz Candida rugosa i 
Geotrichum candidum. Aktivni centar lipaza čine ostaci tri amino kiseline: serina, histidina i 
asparagina, ili serina, histidina i glutamina 
12
. U oba slučaja, u „trijadi― aminokiselina serin 
predstavlja nukleofil za supstrat. 
 
Slika 1.1. Shematski prikaz enzima u vodenom rastvoru i njegova aktivacija usled 
adsorpcije na graničnu površinu. 
 
pH optimum predstavlja pH vrednost sredine na kojoj je aktivnost odreĎenog enzima 
maksimalna, a iznad i ispod te vrednosti aktivnost opada. Kako su enzimi po hemijskoj 
strukturi polipeptidi, njihova tercijarna struktura, koja je odgovorna za katalitička svojstva, 
stabilisana je vodoničnim vezama, disulfidnim vezama i hidrofobnim interakcijama. Svaka 
promena pH vrednosti sredine utiče na jačinu ovih interakcija, pa samim tim i na njihove 
katalitičke sposobnosti. Vrednost pH optimuma zavisi od korišćenog supstrata, reakcionog 
sistema, prisustva soli i dr., tako da se ova vrednost za odreĎeni enzim moţe menjati. 
Većina mikrobnih lipaza pokazuje maksimalnu aktivnost pri pH vrednosti izmeĎu 
5,6 i 8,5 i na temperaturi od 30 °C do 40 °C. Animalne i biljne lipaze su termostabilnije od 
mikrobnih. Termostabilnost lipaza zavisi od sadrţaja vode u sistemu na taj način što je 
stabilnost lipaza veća u sistemima sa manjim sadrţajem vode, kao posledica uticaja sadrţaja 
vode na energiju aktivacije potrebnu za inaktivaciju lipaze 
15
. 
Temperatura na kojoj enzim pokazuje maksimalnu aktivnost predstavlja temperaturni 
optimum. Za mikrobne lipaze ova temperatura je od 30 do 40 ºC, dok su kod lipaza biljnog i 
ţivotinjskog porekla ove temperature više, i mogu da iznose i do 100 ºC 
12
. 
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1.2. Primena lipaza 
 
Zbog selektivnosti i mogućnosti da katalizuju veliki broj hemijskih reakcija, lipaze 
imaju veliku mogućnost primene u industriji. Primena lipaza u industrijskim postrojenjima 
je realizovana samo u par slučajeva. Danas su to uglavnom postrojenja za proizvodnju 




Tabela 1.1. Primena lipaza u industriji. 
Grana industrije Željeni efekat Proizvod 
Pekarska Poboljšanje arome Pekarski proizvodi 
Pića Poboljšanje arome Pića 
Hemijska Enantioselektivnost Optički čista jedinjenja 
Kozmetička Sinteza Emulzije 
Mlečna 
Hidroliza mlečnih masti 
Zrenje sira 









Koţna Hidroliza Koţni proizvodi 
Meso i riba 
Razvoj arome 
Uklanjanje masti 
Proizvodi od mesa i ribe 






Prelivi za hranu Poboljšanje kvaliteta Majonez, prelivi, kremovi 
 
Lipaze pripadaju familiji hidrolaza, enzima koji katalizuju hidrolizu estara 
karboksilnih kiselina. Fiziološka uloga lipaza je hidroliza triacilglicerola do diacilglicerola, 
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monoacilglicerola, masnih kiselina i glicerola. Osim toga, lipaze katalizuju esterifikaciju, 
transesterifikaciju i interesterifikaciju u nevodenim sistemima. Raznolikost reakcija koje 
katalizuju čini lipaze vrlo pogodnim za primenu u proizvodnji hrane, deterdţenata, lekovitih 
supstanci, koţe, tekstila, kozmetike, papira, pesticida, biosenzora, biodizela, itd. 
17
. 
Podešavanjem uslova hidrolize reakcija se moţe voditi tako da se favorizuje nastanak 
ţeljenog proizvoda i na taj način se postiţe povećanje ukupnog prinosa. 
Lipaze mogu da katalizuju reakcije transesterifikacije. Na ovaj način se moţe 
modifikovati sastav masti, odnosno mogu se dobiti masti tačno odreĎenih karakteristika 
(npr. masti vrlo slične buteru). Kao katalizator u reakciji transesterifikacije, lipaze se koriste 
i u preradi etarskih ulja. Zatim, slobodna lipaza se moţe koristiti za poboljšanje ukusa 
mlečnih proizvoda, jer selektivno katalizuje hidrolizu niţih, isparljivih, razgranatih masnih 
kiselina iz mlečnih masti. Najviše korišćeni izvori lipaza koji se koriste u mlečnoj industriji 
su tkiva ţivotinja, a takoĎe i lipaze mikrobnog porekla. Lipaze se koriste i za dobijanje i 
poboljšanje ukusa sladoleda, peciva, sokova, fermentisanog povrća i hrane.  
Estri su komercijalno vrlo značajna jedinjenja zbog široke primene u mnogim granama 
industrije. Na industrijskom nivou estri se preteţno proizvode klasičnom hemijskom 
sintezom koja se zasniva na primeni kiselih katalizatora, uz pojavu odreĎenih nedostataka 
kao što su neselektivnost reakcije i stvaranje velikog broja neţeljenih proizvoda, toksičnost 
nekih sporednih proizvoda za ţivotnu sredinu, primena koncentrovanih kiselina koja 
komplikuje rukovanje reaktantima i gde upotreba kiselih katalizatora dovodi do povećanih 
troškova za opremu zbog korozivnog dejstva. U novije vreme, ali još uvek u nešto manjoj 
meri, estri se proizvode enzimskom sintezom i ekstrakcijom iz biljaka. Estri ekstrahovani iz 
biljnih materijala se mogu dobiti u ograničenim količinama a iziskuju upotrebu kompleksnih 
metoda za separaciju proizvoda, pa su još uvek suviše skupi za komercijalnu upotrebu. 
Enzimski („green―) postupak sinteze estara omogućava prevazilaţenje navedenih 
nedostataka, a visoke cene industrijskih enzimskih postupaka se mogu rešiti imobilizacijom 
enzima i njegovom višestrukom upotrebom, uz razvoj kontinualnih postupaka proizvodnje. 
Termostabilne lipaze se koriste u proizvodnji deterdţenata zahvaljujući svojstvu da 
mogu biti aktivne i po nekoliko časova na veoma visokim temperaturama 
12
. Lipaza iz 
Candida rugosa ima velike mogućnosti primene u industriji, od kojih su najvaţnije 
proizvodnja lekovitih supstanci i finih hemikalija, emulgatora i drugih aditiva, biosenzora, 
deterdţenata, hidroliza masti i ulja, itd. 
Iako su mogućnosti primene lipaze kao katalizatora u industriji veoma velike (Slika 
1.2), one još uvek nisu iskorišćene. Lipaze su još uvek mnogo manje zastupljene u 
industrijskoj proizvodnji od ostalih enzima zbog njihove nedovoljne stabilnosti, niske 
ekonomičnosti i visoke cene 
12
. Na svetskom trţištu samo 4 % od ukupne proizvodnje 
enzima odnosi se na lipaze.  
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 Imobilisana ili slobodna 











Sinteza lekova i finih 
hemikalija 
Modifikacija masti i ulja 
za dobijanje masti 
odreŤenih karakteristika 
Emulgatori i drugi 
aditivi 
Hidroliza masti i ulja 
Slika 1.2. Shematski prikaz mogućnosti primene lipaze iz Candida rugosa u industriji. 
 
Osnovni nedostaci ovih postupaka su male brzine reakcija, mala stabilnost 
biokatalizatora i to što je potrebno dosta vremena za postizanje ravnoteţnog stepena 
hidrolize. Da bi enzimski postupci zamenili hemijske, potrebno je postići optimalne 
reakcione uslove i postići veliku brzinu reakcija. Na promenu uslova reakcije u najvećoj 
meri utiču izbor nosača i način imobilizacije (detaljnije opisan u Poglavlju 1.4.), koji 
obezbeĎuju veliku aktivnost i stabilnost enzima. Emulgatori na bazi estara ugljenih hidrata i 
sorbitola imaju mnogo bolja svojstva ako su dobijeni prirodnim putem, a inače se koriste u 
prehrambenoj industriji i za dobijanje ekoloških deterdţenata. 
 
 
1.3. Lipaza iz Candida rugosa 
 
Lipaza iz Candida rugosa je jedna od najviše korišćenih lipaza, kako u reakcijama 
hidrolize masti i ulja, tako i u ostalim reakcijama. To je ekstracelularni enzim, što znači da 
se izlučuje iz mikroorganizma u njegovu okolinu. Proizvodi je jednoćelijski mikroorganizam 
Candida rugosa iz grupe nesporogenih, nepatogenih kvasaca. Pri tome, eksperimentalno je 
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utvrĎeno da Candida rugosa ne proizvodi jednu lipazu, već smešu izoenzima lipaze koji 
imaju različitu aktivnost, pH i temperaturni optimum. 
Do sada je, analizom genoma kvasca Candida rugosa, ustanovljeno da postoji 
najmanje sedam gena za produkciju lipaza (Lip1-Lip7), od kojih je njih pet, predstavljeno 
smešom izoenzima (Lip1-Lip5) čiji odnos zavisi od uslova uzgoja mikroorganizama, 
potpuno biohemijski okarakterisano 
18-24
. Ovi enzimi imaju sličnu primarnu strukturu, a 
razlikuju se po sadrţaju šećera, hidrofobnosti i odreĎenim specifičnostima. 
Ovaj enzim je, po hemijskoj strukturi, glikoprotein koji sadrţi veliki broj hidrofobnih 
aminokiselinskih ostataka, kao i odreĎen broj hidroksilnih grupa koje potiču iz 
ugljenohidratnog dela molekula. Aktivni centar enzima čine ostaci histidina, serina i 
glutamina, a kada se enzim nalazi u vodi prekriven je peptidnim lancem izgraĎenim od 
trideset jedne aminokiseline. Izoenzimi lipaze se razlikuju po aminokiselinskom sastavu 
ovog peptidnog lanca što je osnovni uzrok njihovih različitih svojstava. Na Slici 1.3 
prikazana je površina molekula lipaze iz Candida rugosa (CRL) u dve konformacije sa 




Slika 1.3. Površina molekula lipaze iz Candida rugosa prikazana u dve konformacije. 
 
Površina obojena plavo odgovara atomima azota, karbonilni kiseonik je obojen u 
roze, dok su drugi atomi kiseonika obojeni u crveno. Zelena strelica pokazuje poloţaj 
aktivnog mesta u otvorenoj konformaciji (Slika 1.3). Aktivni centar lipaze je smešten u 
otvoru koji ima oblik tunela, čije dimenzije uslovljavaju i specifičnost lipaze prema masnim 
kiselinama, sa aspekta duţine molekula. Površina oko aktivnog mesta je hidrofobnija 
(površina obojena belom bojom) nego ostali delovi proteina. U otvorenoj konformaciji 
lipaze (CRLo) jezičak je lociran izmeĎu dve crvene strelice tako da se vidi tunel, dok je kod 
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zatvorene konfromacije (CRLc) (Slika 1.3) jezičak promenio svoj poloţaj i zatvorio tunel. 
Pri tome površina proteina postaje hidrofilnija.  
Kristalografska istraţivanja su pokazala da lipaze pokrivaju aktivno mesto po 
principu poklopac/jezičak (eng. lip/flap) 
25,26
. Jezičak lipaze se sastoji od α-heliksa koji se 
drţi za svoju osnovu disulfidnom vezom i ovaj jezičak štiti hidrofobno aktivno mesto od 
okolnog okruţenja. Na granici ulje/voda ovaj jezičak je zaklonjen kako bi se omogućio 
ulazak i vezivanje hidrofobnih supstrata. Ovaj fenomen je nazvan „interfacijalna aktivacija―. 
Kristalna struktura lipaze iz Candida rugosa u zatvorenim i otvorenim konformacijama 




Slika 1.4. Slika aktivne i neaktivne konformacije lipaze iz Candida rugosa. 
 
Što se tiče specifičnosti, ovaj enzim je poziciono nespecifičan i katalizuje hidrolizu 
primarnih i sekundarnih veza u molekulu triacilglicerola. Ispitivanjem reakcije esterifikacije 
je utvrĎeno da enzim ima veći afinitet prema masnim kiselinama i alkoholima sa manjim 
brojem ugljenikovih atoma. Ovo su Janssen i Halling 
28
 potvrdili ispitivanjem kinetike 
reakcije esterifikacije. Osada i saradnici 
29
 su ispitivali uticaj stepena nezasićenosti masne 
kiseline na aktivnost enzima. Pri tome je utvrĎeno da aktivnost enzima opada sa brojem 
dvostrukih veza. 
U odreĎenim uslovima lipaza pokazuje specifičnost prema masnim kiselinama, ali to 
zavisi od tipa reakcije koju katalizuje i njenog smera, odnosno da li je u pitanju direktna ili 
povratna reakcija. Veoma vaţno svojstvo lipaze je stereohemijska specifičnost, odnosno 
sposobnost da katalizuje hidrolizu ili esterifikaciju samo jednog enantiomera iz racemske 
smeše, pri čemu se dobijaju optički čisti proizvodi. Ova karakteristika je upotrebljena za 
dobijanje mnogih vaţnih supstanci, kao što su ibuprofen, suprofen, naproksen, mentol, β-
blokatori. 
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U većini slučajeva pH optimum, odnosno maksimalna aktivnost enzima je izmeĎu 
pH vrednosti 7 i 9, dok je temperaturni optimum od 35 ºC do 45 ºC 
12
. Treba imati u vidu da 
ova svojstva zavise od mnogih faktora, kao što su vrsta supstrata, reakcioni sistem, prisustvo 
soli i dr.  
 
 
1.4. Imobilizacija lipaze  
 
Imobilizacija predstavlja proces kojim se enzim fizički ili hemijski lokalizuje ili 
vezuje u odreĎenom prostoru pri čemu on zadrţava svoju katalitičku aktivnost. Imobilizacija 
podrazumeva svako ograničavanje slobode kretanja molekula enzima u prostoru. U najširem 
smislu metode imobilizacije enzima se mogu klasifikovati u dve grupe: hemijske i fizičke 
metode. Hemijske metode se zasnivaju na stvaranju najmanje jedne hemijske veze izmeĎu 
molekula enzima i nosača i one su u najvećem broju slučajeva ireverzibilne. Fizičke metode 
imobilizacije se zasnivaju na nekovalentnim interakcijama izmeĎu molekula enzima i 
nosača, kao što su dipol-dipol interakcije, elektrostatičke interakcije, vodonične veze, ili 
mehaničko smeštanje enzima u odreĎeni deo prostora 
12
. 
Imobilizacija enzima omogućava njihovu višestruku upotrebu. Slika 1.5 daje prikaz 
različitih metoda imobilizacije enzima na nosače 
30
. Pri tome, enzim, koji je fizički i/ili 
hemijski vezan ili vezan u odreĎenom prostoru, ne gubi svoju katalitičku sposobnost, već se 
samo prevodi iz oblika rastvornog u vodi u nerastvoran oblik. Treba imati u vidu da se 
imobilizacijom enzima u velikoj meri rešava problem njegove stabilnosti, ali dolazi i do 
promene njegove aktivnosti zbog uticaja površine nosača, prisustva supstrata i ostalih 
komponenata u sistemu (inhibitora, aktivatora, vodonikovih jona), konformacionih promena 
enzima, sternih smetnji, hemijskih promena i promena konformacione fleksibilnosti enzima, 
ograničene mogućnosti difuzije) 
31
. U većini slučajeva ova promena podrazumeva smanjenje 
aktivnosti, dok su slučajevi kod kojih dolazi do povećanja aktivnosti mnogo reĎi. Koliko će 
se aktivnost smanjiti zavisi od tipa enzima i postupka koji se koristi za imobilizaciju. Kada 
se tome dodaju i troškovi same imobilizacije, u slučaju pojedinih enzima imobilizacija nema 
ekonomsku i tehnološku opravdanost. 
Vaţno je razumeti fizičke i hemijske promene kroz koje enzim prolazi nakon 
vezivanja za podlogu da bi se odabrala najbolja od raspoloţivih tehnika njegove 
imobilizacije. Samo imobilisani enzim koji je stabilan u toku dovoljno dugog vremena 
skladištenja i upotrebe moţe da nadoknadi gubitke usled smanjenja aktivnosti i troškova 
imobilizacije. Većina istraţivanja je usmerena u cilju optimizacije tehnika i protokola 
imobilizacije, a sve u cilju razvoja efikasnih sistema imobilizacije i primene lipaze 
32,33
. 
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Slika 1.5. Metode imobilizacije enzima na različite nosače. 
 
Postoji veliki broj razloga za imobilizaciju enzima, meĎu kojima su sledeći: 
 Višestruka upotreba biokatalizatora, što smanjuje cenu procesa; 
 Veća stabilnost biokatalizatora u toku katalitičkog procesa i tokom skladištenja 
(enzim je uglavnom otporniji na uticaje temperature i pH i moţe se duţe vremena skladištiti, 
a da pri tome zadrţi veći deo svoje aktivnosti); 
 Mogućnost kontinualnog voĎenja procesa u različitim reaktorima, što omogućava 
automatsku kontrolu procesa; 
 Biokatalizator se moţe ukloniti u bilo kom trenutku i na taj način zaustaviti reakciju 
što olakšava kontrolu procesa; 
 Po završenoj reakciji imobilisani enzim se lakše izdvaja iz reakcione smeše 
(filtracijom ili centrifugiranjem), tako da nema kontaminacije proizvoda; 
 Smanjenje cene koštanja enzima i celog tehnološkog postupka. 
 
Nedostaci imobilisanih enzima su: 
 Troškovi nosača i imobilizacije;  
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 Gubitak aktivnosti u toku imobilizacije; 
 Promene svojstava biokatalizatora (promena specifičnosti enzima); 
 Difuziona ograničenja. 
 
Prema tome, ne postoji univerzalni metod za imobilizaciju enzima. Za dobro 
izvoĎenje imobilizacije enzima potrebno je odabrati pogodan nosač, uslove imobilizacije 
(pH, temperatura, priroda medijuma) i sam enzim (izvor, priroda i čistoća). Na odabir 
metode utiče kako katalitička priroda (produktivnost, prinos, stabilnost i selektivnost) tako i 
nekatalitička potreba procesa (separacija, kontrola procesa, itd.) 
34
. 
 U uţem smislu razlikuju se sledeće metode imobilizacije enzima 
12
: 
Kovalentno vezivanje enzima na čvrstim nosačima – zasniva se na formiranju 





 i sintetske polimere 
36,42-46
. 
Adsorpcija enzima na čvrstim nosačima – zasniva se na slabim privlačnim silama 
izmeĎu molekula enzima i čvrstog nosača koji nije prethodno tretiran;  
Obuhvatanje enzima nosačem – razlikuju se dva oblika: 
 Smeštanje enzima u polimerne gelove – enzim se smešta u gel, pri čemu mreţa treba 
da bude dovoljno porozna da kroz nju mogu da prolaze molekuli supstrata i 
proizvoda reakcije, dok se enzim zadrţava u gelu; 
 Umrežavanje enzima – zasniva se na intramolekulskom i intermolekulskom 
vezivanju molekula enzima i bifunkcionalnih agenasa (molekuli enzima se vezuju ili 
meĎusobno ili sa drugim proteinima preko bifunkcionalnog agensa i grade agregate 
koji su nerastvorni u vodi); 
Smeštanjem enzima iza ili u polupropustljivu membranu – enzim se smešta iza čvrste 
polupropustljive barijere, odnosno unutar kapsula sfernog oblika koje propuštaju supstrat i 
proizvode reakcije, a zadrţavaju enzim (inkapsulacija) ili je enzim mehanički zarobljen, 
adsorbovan ili kovalentno vezan u porama membrane (imobilizacija enzima u membranama) 
12
;  
Imobilizacija enzima u reverzne micele koje čine vodene kapljice, obuhvaćene 
hidrofilnim delom molekula površinski aktivne materije, dispergovane u nepolarnom 
rastvaraču; imaju mnogo veću graničnu površinu u odnosu na dvofazni sistem voda-organski 
rastvarač, pa je aktivnost enzima u ovim sistemima veća 
47
. 
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U novije vreme se uspešno primenjuje imobilizacija enzima u hidrogelove. Razvijene 
su brojne metode za imobilizaciju enzima u kojima su kao nosači korišćeni različiti prirodni 
i sintetski polimeri 
48-51
. MeĎutim, utvrĎeno je da ovi nosači poseduju odreĎena ograničenja 
kao što su heterogenost, osetljivost na toplotu, hemijska, fizička i mikrobiološka otpornost.  
 
 
1.5. Imobilizacija enzima u polimerne hidrogelove 
 
Imobilizacija enzima u polimerne matrice podrazumeva smeštanje enzima i njegovo 
rasporeĎivanje u trodimenzionalnu mreţu, pri čemu je omogućena neometana difuzija 
molekula supstrata i proizvoda reakcije u okolni rastvor, dok enzim ostaje unutar hidrogela 
12
. Enzim se za polimerne lance u matrici, optimalne veličine pora, vezuje jonskim i/ili 
vodoničnim vezama.  
Postoje dva glavna postupka za imobilizaciju enzima u polimerne gelove 
52
. U prvom 
postupku enzim se u reakcionu smešu dodaje pre reakcije polimerizacije i umreţavanja, tzv. 
„in situ― polimerizacija. Do formiranja polimernog gela dolazi tokom reakcije polimerizacije 
i umreţavanja, iniciranjem polimerizacije hemijskim agensima, povećanjem temperature, 
dejstvom mikrotalasa ili UV zračenja u prisustvu odgovarajućih inicijatora reakcije, a enzim 
ostaje unutar gela. U drugom postupku se izvodi bubrenje sintetisanog hidrogela u rastvoru 
enzima.  
Za „in situ‖ polimerizaciju veoma je vaţan pravilan odabir monomera koji 
polimerizuje u uslovima koji neće značajno uticati na smanjenje aktivnosti enzima. U nekim 
slučajevima kod lipaza je uočen značajan porast aktivnosti dobijenog biokatalizatora 
uvoĎenjem hidrofobnih supstituenata u osnovni monomer 
53
. 
Hidrogelovi mogu biti prirodnog ili sintetskog porekla 
54
. Mada, hidrogelovi izraĎeni 
od prirodnih polimera ne mogu pruţiti dovoljno dobra mehanička svojstva, a mogu sadrţati i 
patogene i/ili da izazovu imunološki odgovor, oni ipak poseduju nekoliko korisnih svojstava 
kao što su biokompatibilnost, biorazgradivost, i biološki prepoznatljive delove koji 
pogoduju aktivnostima ćelija. Sintetski hidrogelovi, sa druge strane, ne poseduju bioaktivna 
svojstva, ali obično imaju dobro definisane strukture koje se mogu menjati na ţeljeni način, 
čime se utiče i na (bio)razgradivost i funkcionalnost. U Tabeli 1.2 je dat prikaz prirodnih 
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Tabela 1.2. Prirodni polimeri i sintetski monomeri najčešće korišćeni u izradi hidrogelova. 
Prirodni polimeri Sintetski monomeri 
Hitozan Hidroksietil metakrilat 
Alginat N-(2-hidroksipropil)metakrilat 
Ţelatin N-vinil-2-pirolidon 
Dekstran Akrilna kiselina 
 Vinil acetat 
 
Imobilizacija lipaze u sintetske hidrogelove različitog sastava je tema velikog broja 
istraţivanja. Za imobilizaciju enzima su naročito interesantni mehanički jaki sintetski 
hidrogelovi. Ispitivanja su usmerena ka odreĎivanju aktivnosti i stabilnosti imobilisane 
lipaze, efikasnosti obnavljanja i ponovne upotrebe enzima. Aktivnost imobilisanog enzima u 
polimernim gelovima uglavnom zavisi od uslova formiranja gela, sadrţaja enzima u gelu, 
hemijske strukture i morfologije gela i veličine čestica gela 
12,31
, pa lipaze imobilisane na 
različitim polimerima poseduju različite hidrolitičke i esterifikacione aktivnosti.  
Vaţno je ispitati i otpornost, kako na operativne tako i na uslove pri njihovom 
skladištenju, u cilju sprečavanja denaturacije uzrokovane toplotom, organskim rastvaračima 
ili autolizom 
2,56
. Jedan deo istraţivanja je usmeren ka ispitivanju mogućnosti njihove 




Veliki broj istraţivanja posvećen je gelovima na bazi poli(akrilamida) čije veličine 
pora je moguće podesiti tako da pogoduju smeštanju molekula enzima. Ustanovljeno je da 
se podešavanjem početne koncentracije monomera, umreţivača i uslova polimerizacije 
moţe značajno uticati na strukturu dobijenog gela i aktivnost dobijenog imobilisanog 
enzima. Gelovi sa manjim porama oteţavaju ispiranje enzima iz gela, pa i njegova 
specifična aktivnost tada raste. U optimalnim uslovima aktivnost imobilisanog enzima iznosi 
oko 60 % aktivnosti nativnog enzima, što je posledica štetnog uticaja monomera i/ili 
inicijatora, kao i uslova izvoĎenja reakcije. To ukazuje da je i ispiranje gela nakon sinteze 
radi uklanjanja neproreagovalih supstanci veoma bitan korak pri imobilizaciji. TakoĎe, i 
slobodni radikali koji nastaju u toku procesa polimerizacije mogu uticati na pad aktivnosti 
enzima. Inaktivaciju je moguće umanjiti dodatkom inertnih polimera, kao što su poli(etilen 
glikol) ili poli(vinil alkohol). Kod enzima koji deluju na hidrofobne supstrate kao što su 
lipaze, aktivnost imobilisanog enzima zavisi u velikoj meri od stepena hidrofobnosti gela, 
gde sa porastom hidrofobnosti raste i aktivnost lipaze usled olakšane difuzije supstrata do 
Poglavlje 1. Lipaze 
__________________________________________________________________________ 
Strana | 17  
 
enzima unutar gela. Dobar primer su polimeri na bazi poli(propilen glikola) i poli(etilen 
glikola). Prednost lipaza imobilisanih u hidrofobne gelove je i u tome što se oni dobro 
disperguju u organskim rastvaračima u kojima se uglavnom odvijaju reakcije katalizovane 
lipazama 
53
. Ispitana je i mogućnost modifikacije svojstava kopolimera na bazi akrilamida i 
imobilizacije enzima u ovakve sisteme, uz istovremeno povećanje njegove aktivnosti i 




Za imobilizaciju enzima se često koriste alginati i čestice alginata. Alginati su su po 
hemijskom sastavu negativno naelektrisani linearni kopolimeri β-D-manuronske kiseline i α-
L-guluronske kiseline povezani 1,4-vezama. Na fizičko-hemijska svojstva alginata i njihovih 
rastvora, poroznost, dimenzije i čvrstinu dobijenih čestica u velikoj meri utiče odnos 
monomera u polimeru 
59
. Blagi uslovi geliranja, netoksičnost i biokompatibilnost su samo 
neke od prednosti upotrebe alginata kao nosača za imobilizaciju različitih enzima. 
Hidrogelovi na bazi proteina, kao i hibridne polimerne mreţe (HPM), predstavljaju 
novine u proizvodnji hidrogelova 
60
. Činjenica da enzimi mogu biti aktivni kao 
biokatalizatori u organskom rastvaraču, sa dodatkom vrlo male zapremine vode, je dodatno 
povećala mogućnost primene imobilisanih enzima i proširila istraţivanja enzimskih 
tehnologija. Nizak sadrţaj vode u reakcionim sistemima je pogodan za stabilnost enzima i 
prenos mase sa hidrofobnih supstrata do biokatalizatora a pogoduje termodinamičkoj 
ravnoteţi u povratnim hidrolitičkim reakcijama. Sadrţaj vode prisutne u sistemima obično 
utiče na aktivnost biokatalizatora u preteţno organskim reakcionim sistemima. Kada je 
biokatalizator imobilisan, uticaj nosača na dostupnost vode, koja je potrebna za odrţavanje 
katalitičke aktivnosti biokatalizatora, postaje presudan 
48-51
. 
Moţe se očekivati da će se stabilnost enzima povećati ili smanjiti nakon vezivanja za 
nosač, u zavisnosti od toga da li nosač obezbeĎuje mikrookruţenje koje stabilizuje protein ili 
ga denaturiše. Tako je moguće umanjiti inaktivaciju usled autodigestije proteolitičkih 
enzima izolacijom molekula enzima imobilizacijom na pogodnu matricu. UtvrĎeno je da su 
enzimi koji su vezani na neorganske nosače generalno stabilniji od onih vezanih na organske 
polimere kada se čuvaju na 4 ili 23 °C. Stabilnost na agense za denaturisanje se takoĎe moţe 
promeniti nakon vezivanja (insolubilizacije). Stabilizacija enzima imobilizacijom u 
hidrogelove takoĎe utiče na sadrţaj vezanog enzima u hidrogelovima, pH i temperaturni 
optimum imobilisanog enzima, enzimske reakcije, reciklizaciju enzima itd. 
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Hidrogelovi predstavljaјu elastične polimerne mreţe koјe sadrţe hidrofilne grupe, ali 
se ne rastvaraju u okolnom fluidu usled prisustva hemiјskog ili fizičkog umreţenja 
1
. 
MeĎutim, ako se hidrogelovi potope u rastvarač oni, ulaskom rastvarača u prostor izmeĎu 
polimernih lanaca (pora gela), bubre sve dok se sile koje dovode do istezanja 
makromolekulskih lanaca izmeĎu dva mesta umreţavanja ne izjednače sa silama koje teţe 
da delove istegnutih makromolekula vrate u prvobitno ravnoteţno stanje. Pogonska sila 
bubrenja je sila osmotskog pritiska rastvarača koja izaziva istezanje i širenje polimernih 
lanaca. Kao odgovor na narušavanje stanja polimera sa najmanjim sadrţajem energije javlja 
se sila otpora elastičnom širenju lanaca. Izjednačavanjem ovih sila se uspostavlja ravnoteţno 
stanje. 
Usled sposobnosti da bubre u uslovima koji vladaju u biološkim sistemima, 
hidrogelovi predstavljaju idealan materijal za primenu u otpuštanju lekovitih supstanci i za 
imobilizaciju proteina, enzima, peptida i drugih bioloških jedinjenja 
61-62
. Mnogi hidrogelovi 
poseduju inertne površine na kojima dolazi do nespecifične adsorpcije proteina. 
Biomolekuli, kao što su enzimi, se mogu nizom hemijskih postupaka ugraditi u njihovu 
strukturu 
63
. Hidrogelovi mogu da upiju i preko 90 mas% vode, pri čemu postaju vrlo slični 
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veća u medicini i u inţenjerstvu tkiva 
63-66
. Biokompatibilnost je sposobnost materijala da 
koegzistira sa ţivim tkivima bez mogućnosti da ih ošteti ili im naudi 
67
. 
Prva primena hidrogelova u medicini datira iz 1961. godine kada su Wichterle i Lim 
objavili upotrebu hidrogela poli(hidroksietil metakrilata) PHEMA za izradu kontaktnih 
sočiva koji je dobijen umreţavanjem HEMA monomera. Od tada interes za hidrogelove 
počinje da raste da bi u prethodnoj deceniji zabeleţio eksponencijalan rast o čemu svedoče 
brojni radovi objavljeni na ovu temu 
1,68,69
.  
Hidrogelovi koji se koriste u medicini i farmaciji kao biomaterijali, osim 
biokompatibilnosti, moraju biti netoksični i ne smeju pokazivati neimunogene reakcije. 
Sintetski homo- i kopolimeri pruţaju mogućnost dobijanja velikog broja različitih 
hidrogelova čija se svojstva i primena mogu podesiti izborom komponenata koje ulaze u 
njihov sastav 
3,70-73
. TakoĎe je bitna i biodegradabilnost sintetisanih proizvoda, odnosno 
mogućnost razlaganja pod dejstvom mikroorganizama. 
Veoma je vaţno da tokom primene nebiodegradabilnih hidrogelova polimerna mreţa 
kao nosač zadrţi fizičku i mehaničku jačinu, pa je pri dizajnu hidrogela za odreĎenu namenu 
potrebno obezbediti dobru mehaničku jačinu. Jačina materijala se moţe podešavati 
promenom stepena umreţenja ili ugradnjom komonomera sa boljim mehaničkim svojstvima. 
MeĎutim, mora se voditi računa o optimalnom stepenu umreţenja jer kada je suviše veliki 
stepen umreţenja gelovi postaju krti i manje elastični. Time se smanjuje fleksibilnost 
polimernih lanaca izmeĎu tačaka umreţenja što oteţava difuziju bioaktivnih agenasa u gel 
ili iz njega. Stoga se mora postići kompromis izmeĎu elastičnosti i mehaničke jačine 
hidrogelova. 
Osim već pomenutih podela na prirodne i sintetske hidrogelove, kao i na homo- i 
kopolimerne, postoji i niz drugih. Prema prirodi bočnih grupa u polimernim lancima 
hidrogelovi se dele na neutralne i jonske, pri čemu jonski mogu biti anjonski, katjonski ili 
amfifilni. Jonski hidrogelovi sadrţe hidrofilne grupe, kao napr. karboksilne grupe, koje u 
vodi mogu da disosuju na jone što omogućava upijanje veće zapremine vode zbog povećane 
hidrofilnosti 
74,75
. Vaţna klasa hidrogelova su hidrogelovi osetljivi na stimulanse iz okoline 
koji mogu drastično da menjaju zapreminu, odnosno da bubre i kontrahuju, ili da pokazuju 
sol/gel prelaz, kao odgovor na promenu pH, temperature, jonske jačine, 
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2.1. Dobijanje hidrogelova  
 
Trodimenzionalna, umreţena, struktura hidrogelova moţe se postići različitim 
hemijskim i fizičkim metodama umreţenja. Hemijske, kovalentne, veze se formiraju kada se 
koriste mali molekuli umreţivača ili se umreţavanje dešava izmeĎu lanaca polimera 
reakcijom komplementarnih funkcionalnih grupa (najčešće OH, COOH, NH2) dodatkom 
agensa za umreţavanje. Ove veze su jake ali se za njihovo obrazovanje koriste jedinjenja 
koja mogu biti toksična. Hemijske veze se najčešće obrazuju pri radikalnoj polimerizaciji ili 
kopolimerizaciji, u prisustvu monomera, inicijatora i agensa za umreţavanje, pri čemu je 
rastvarač najčešće voda. Kovalentne veze mogu nastati i pod dejstvom zračenja velike 
energije (UV, gama itd.). U novije vreme se koristi i umreţavanje dejstvom enzima 
81
. 
Fizički umreţeni hidrogelovi su interesantni jer se pri umreţavanju ne koriste 
toksične materije, već se umreţavanje postiţe jonskim, hidrofobnim interakcijama, 
obrazovanjem vodoničnih veza, stereokompleksiranjem (interakcijama koje se javljaju 
izmeĎu polimernih lanaca istog hemijskog sastava ali različite stereohemije) ili 
umreţavanjem multiblok kopolimera ili kalemljenih kopolimera 
81,82
.  
Strukturu i svojstva hidrogelova bitno odreĎuje vrsta monomera koji se koriste za 
njihovu sintezu. U zavisnosti od primene, monomeri se biraju prema svojstvima, ceni i 
dostupnosti. U medicini i farmaciji se mnogo koriste hidrofilni monomeri kao akrilna 
kiselina, metakrilna kiselina, etilen glikol i polimeri nastali funkcionalizovanjem poli(etilen 
glikola) sa akrilatima i metakrilatima, kao i poli(vinil alkohol) (PVA) i poli(N-vinil-2-
pirolidon) (PVP). Za otpuštanje proteina se danas koriste biodegradabilni kopolimeri mlečne 
i glikolne kiseline (PLGA), koji se razlaţu na male molekule i metaboličkim putem izbacuju 
iz organizma. Veliku primenu su našli i akrilamid i njegovi derivati, od kojih se najviše 
primenjuje poli(N-izopropilakrilamid) (PNiPAAm), koji je temperaturno-osetljiv polimer i 
pokazuje zapreminski fazni prelaz na 32 °C.  
 
 
2.2. Struktura hidrogelova i parametri mreţe 
 
Struktura hidrogela ima veliki uticaj na njegove fizičko-hemijske i mehaničke 
karakteristike. Podešavanjem sastava, kao i parametara mreţe, mogu se dobiti hidrogelovi 
odgovarajućih svojstava za ţeljenu primenu. Najvaţniji parametri koji se koriste za 
karakterizaciju hidrogelova su zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju, ν2,s, srednja 
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molekulska masa polimernog lanca izmeĎu dve susedne tačke umreţanja, Mc, veličina pora 
tj. prostor izmeĎu polimernih lanaca u koje difunduju molekuli tečnosti, ξ, kao i parametar 
interakcije polimer-rastvarač. Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju je mera 
zapremine fluida koja je apsorbovana u hidrogelu, a molekulska masa izmeĎu dve tačke 
umreţenja je mera stepena umreţenja polimera. Svi ovi parametri su meĎusobno zavisni i 
mogu se izračunati teorijski ili na osnovu dobijenih eksperimentalnih rezultata bubrenja 
1
. 
Hidrogelovi nemaju homogenu strukturu. Oni poseduju područja koja su gusto 
umreţena i upijaju malu zapreminu vode, često zvana klasteri ili grozdovi, a dispergovana 
su unutar područja sa malom gustinom umreţenja koja upijaju veliku zapreminu vode 
68,83
. 
Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju se izračunava kao recipročna 
vrednost ravnoteţnog stepena bubrenja (qe): 





      
(1) 
Za izračunavanje molekulske mase izmeĎu dve tačke umreţenja za nejonski 
hidrogel, u ovom radu za hidrogel poli(N-izopropilakrilamid)-a, koristi se sledeća jednačina: 















    
(2) 
gde je   funkcionalnost umreţivača, V1 molarna zapremina medijuma za bubrenje, ν2,r 
zapreminski udeo polimera u stanju relaksacije (stanje polimera odmah nakon sinteze, ali 
pre bubrenja), v  specifična zapremina polimera, a  parametar interakcije polimer-
rastvarač.  
Parametar interakcije polimer-rastvarač računa se po sledećoj jednačini: 







     
(3) 
Za izračunavanje molekulske mase izmeĎu dve tačke umreţenja za jonski hidrogel sa 






















































gde su Ka1, Ka2 prva i druga konstanta disocijacije, X maseni udeo dikarbonske kiseline (u 
ovom slučaju itakonske) i I jonska jačina medijuma. 
Veličina pora se računa pomoću sledeće jednačine: 
   
2/12 )r(      (5) 
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gde je α stepen izduţenja polimernog lanca u bilo kom pravcu, a 
2/12 )r( kvadratni koren 
srednjeg kvadrata rastojanja neporemećenog lanca izmeĎu dva susedna mesta umreţenja. 
Stepen izduţenja polimeranog lanca se dobija iz izraza: 




      
(6) 
dok se za odreĎivanje kvadratnog korena srednjeg kvadrata rastojanja koristi jednačina: 














     
(7) 
gde je Cn Florijev karakterističan odnos (Cn, IA = 4,63 
84
 i Cn, NiPAAm = 11,7 
85
, l duţina C–C 
veze u osnovnom lancu (za vinilne polimere l = 1,54·10
-10
 m), Mr molekulska masa osnovne 
strukturne jedinice koja čini polimerni lanac. 
 
 
2.3. Hidrogelovi osetljivi na spoljne stimulanse 
 
U hidrogelove osetljive na spoljne stimulanse ubrajaju se pored temperaturno- i pH-
osetljivih hidrogelova, hidrogelovi osetljivi na svetlost, na glukozu, elektro-osetljivi 
hidrogelovi, hidrogelovi osetljivi na pritisak kao i hidrogelovi osetljivi na prisustvo 
trombina, odreĎene jone, antigene, itd. 
1
. Hidrogelovi P(NiPAAm/IK), koji su tema ovog 
rada, spadaju u grupu temperaturno- i pH-osetljivih hidrogelova, pa će ove dve grupe 
hidrogelova biti podrobnije objašnjene. 
 
 
2.3.1. Temperaturno-osetljivi hidrogelovi 
 
Pri proučavanju ponašanja polimera i hidrogelova u vodi ili vodenim rastvorima, 
temperatura je jedan od stimulansa koji se najčešće ispituje. Temperaturno-osetljivi 
hidrogelovi imaju kritičnu temperaturu rastvora, odnosno pokazuju značajnu promenu 
zapremine sa malom promenom temperature. Suprotno od ponašanja većine polimera, čija 
rastvorljivost u vodi raste sa porastom temperature, temperaturno-osetljivi polimeri 
uglavnom pokazuju smanjenu rastvorljivost u vodi sa povećanjem temperature. To su 
polimeri koji imaju donju kritičnu temperaturu rastvora (Lower Critical Solution 
Temperature – LCST). Na temperaturi ispod LCST oni se rastvaraju u vodi, dok se iznad 
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LCST taloţe iz rastvora. Umreţeni polimeri bubre na temperaturi ispod LCST, dok pri 
porastu temperature iznad LCST dolazi do njihove kontrakcije 
86
. U slučaju kada 
hidrogelovi pokazuju ponašanje suprotno pomenutom, odnosno ako se kontrahuju pri 
sniţenju temperature ispod odreĎene vrednosti, radi se o gornjoj kritičnoj temperaturi 
rastvora (Upper Critical Solution Temperature – UCST) 
3
. Prema tome, na osnovu ponašanja 
koje ispoljavaju pri promeni temperature, temperaturno-osetljivi hidrogelovi se mogu 
podeliti na pozitivno temperaturno-osetljive hidrogelove (imaju UCST), negativno 




   
   a)            b)           c) 
Slika 2.1. Negativno temperaturno-osetljiv hidrogel koji ima LCST a), fazni dijagram 
hidrogela koji ima LCST b), fazni dijagram hidrogela koji ima UCST c). 
 
Ova temperatura odgovara oblasti u faznom dijagramu u kojoj je doprinos entalpije 
za vodu vezanu vodoničnim vezama za lanac polimera manji od porasta entropije za ceo 
sistem. Slobodna energija procesa rastvaranja je jednaka razlici H - TS, a moţe da se 
menja od negativne (povoljne) do pozitivne (nepovoljne) sa porastom temperature. Prema 
tome, polimeri imaju LCST prelaz u rastvaračima sa kojima imaju vrlo jaku interakciju, kao 
što je voda. Vaţno je istaći da se u sintetskim polimerima vrednost LCST moţe podešavati 
promenom sastava polimera, odnosno dodatkom odgovarajućeg komonomera. Na taj način 
se reguliše odnos hidrofobnih i hidrofilnih segmenata, kao i interakcija usled obrazovanja 
vodoničnih veza, što utiče na vrednost LCST.  
Najvaţniji parametar koji definiše osetljivo ili „inteligentno― ponašanje polimera je 
nelinearni odgovor na spoljni signal. Odgovor temperaturno-osetljivog polimera se javlja 
obično usled raskidanja vodoničnih veza, koje su pojedinačno slabe, ali zbirno dovode do 
bitnih promena u strukturi polimernog materijala. 
 Polimeri sa LCST prelazom koji se najčešće koriste za sintezu hidrogelova su 
prikazani u Tabeli 2.1. Za primenu su naročito interesantni polimeri koji imaju temperaturu 
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Tabela 2.1. Prikaz polimera koji imaju LCST, njihovih strukturnih formula i LCST vrednosti. 




















Manji broj hidrogelova su pozitivno temperaturno-osetljivi, tj. imaju gornju kritičnu 
temperaturu rastvora (UCST). Pretpostavlja se da kod hidrogelova sa UCST pri zagrevanju 
dolazi do disocijacije kompleksa, formiranih izmeĎu molekula polimera, uz hidrataciju 
95
. 
Primeri polimera koji pokazuju ovakvo ponašanje su kopolimeri akrilamida i 
butilmetakrilata, hidrogel poli(akrilne kiseline), poli(akrilamida) i poli(N-acetilakrilamida) 
96
. 
 Kao posebna grupa izdvajaju se termoreverzibilni hidrogelovi. Ovi hidrogelovi 
ispoljavaju sol-gel promenu faza, a koja će faza preovladati pri porastu temperature zavisi 
od toga da li poseduju LCST ili UCST. Ukoliko hidrogel ima UCST na povišenim 
temperaturama biće prisutna gel faza. Za hidrogelove sa LCST vaţi obrnuto 
87
. Primer za 
ovo su blok kopolimeri poli(propilen oksida) i poli(etilen oksida), tzv. „Pluronics― 
hidrogelovi.  
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Jedan od najviše korišćenih i proučavanih temperaturno-osetljivih polimera je 




. Fazni prelaz se dešava usled 
raskidanja vodoničnih veza sa molekulima vode i uspostavljanja intramolekulskih 
vodoničnih veza izmeĎu polimernih lanaca NiPAAm-a 
89,108,109
. Iznad LCST polimer prelazi 
iz konformacije klupka u globularnu, pri čemu se hidrogel kontrahuje. Na temperaturu 
faznog prelaza, kao i na stepen promene zapremine, moţe da se utiče u izvesnoj meri 
kopolimerizacijom ili kalemljenjem sa drugim monomerima i umreţavanjem 
110-114
. 




U primeni temperaturno-osetljivih hidrogelova postoje odreĎena ograničenja koja se 
pre svega odnose na biokompatibilnost i toksičnost monomera i umreţivača upotrebljenih za 
njihovu sintezu, koja nije dovoljno ispitana 
70
. To je naročito vaţno za hidrogelove na bazi 
N-izopropilakrilamida i njegovih derivata koji se često koriste za sintezu temperaturno-
osetljivih hidrogelova.  
 
 
2.3.2. pH-osetljivi hidrogelovi 
 
pH-osetljivi hidrogelovi pokazuju promenu zapremine pri maloj promeni pH 
vrednosti okolnog medijuma. Svi pH-osetljivi hidrogelovi sadrţe kisele ili bazne bočne 
grupe sposobne da otpuste ili prime proton pri promeni pH vrednosti, a u ovu grupu se 
ubrajaju i polielektroliti, polimeri koji sadrţe jonizujuće grupe u osnovnom ili bočnom lancu 
polimera 
87
. Svi polimeri sa jonskim grupama su osetljivi na promenu pH i jonske jačine. U 
rastvoru odgovarajućeg pH i jonske jačine, bočne grupe mogu da jonizuju pri čemu nastaju 
fiksna naelektrisanja na hidrogelu i usled odbijanja istoimenog naelektrisanja dolazi do 
porasta stepena bubrenja 
121-124
.  
Promena stepena bubrenja hidrogelova koji sadrţe jonske grupe u bočnom lancu se 
dešava blizu pK vrednosti kiselih, odnosno baznih grupa. Katjonski hidrogelovi bubre u 
kiseloj sredini, dok u baznoj sredini dolazi do njihove kontrakcije. Takvo ponašanje je 
karakteristično za hidrogelove koji sadrţe amino grupe, koje pri pH < pKb jonizuju usled 
vezivanja protona i usled odbijanja istoimenih naelektrisanja hidrogel bubri. U baznoj 
sredini, na pH > pKb, dolazi do otpuštanja protona, a hidrogel se kontrahuje. Anjonski 
hidrogelovi sadrţe kisele bočne grupe (npr. karboksilne ili sulfonske), čija se jonizacija 
odigrava otpuštanjem protona u baznoj sredini, odakle sledi da hidrogel bubri na pH > pKa, 
dok za pH < pKa dolazi do njegove kontrakcije 
1
. U slučaju da je hidrogel izgraĎen od 
polimera sa amfifilnim grupama (npr. proteini) stepen bubrenja će zavisiti od odnosa 
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katjonskih i anjonskih grupa u polimernom lancu. Stepen bubrenja hidrogelova je najmanji 
na izoelektričnoj tački koja predstavlja pH vrednost na kojoj je ukupno naelektrisanje 
proteina jednako nuli 
125
. Ispod izoelektrične tačke ukupno naelektrisanje za protein je 
pozitivno, a iznad nje negativno. S obzirom na pojavu nešto većeg broja slabo kiselih 
ostataka kod skoro svih proteina, oni su skoro svi negativno naelektrisani pri neutralnim pH 
vrednostima. Ponašanje pH-osetljivih hidrogelova predstavljeno je na Slici 2.2 
126
. Što se 
tiče polielektrolita, oni bubre ili na vrlo visokim ili na vrlo niskim pH vrednostima sredine. 
Polikatjonski hidrogelovi bubre na niskim pH vrednostima, a polianjonski na visokim pH 
vrednostima sredine. Stoga se polikatjonski hidrogelovi mogu koristiti za kontolisano 
otpuštanje lekovitih supstanci u ţelucu, gde se pH kreće u intervalu 1-3, a polianjonski 
hidrogelovi za otpuštanje lekovitih supstanci u neutralnoj ili slabo baznoj sredini, odnosno 
donjem delu gastrointestinalnog trakta.  
Zahvaljujući ovim svojstvima, pH-osetljivi hidrogelovi su našli veliku primenu kao 
nosači u sistemima za kontrolisano otpuštanje aktivnih supstanci. Jedno od ograničenja za 
ovu primenu je njihova slaba biodegradabilnost, te se ovi hidrogelovi moraju hirurški 
ukloniti iz organizma nakon prestanka otpuštanja lekovite supstance. Dalji razvoj pH-
osetljivih hidrogelova usmeren je na razvijanje biodegradabilnih sistema. pH-osetljivi 
hidrogelovi se koriste još i za izradu kontaktnih sočiva, membrana za biosenzore, obloga za 





Slika 2.2. Uticaj pH na zapreminu hidrogelova sa jonskim grupama; □ hidrogelovi koji 
sadrţe kisele grupe, Δ hidrogelovi koji sadrţe i kisele i bazne grupe, ○ hidrogelovi koji 
sadrţe bazne grupe. 
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2.3.3. Hidrogelovi osetljivi na promenu temperature i pH vrednosti  
 
UvoĎenjem slabo kiselih ili baznih grupa u temperaturno-osetljiv hidrogel postiţe se 
pH-osetljivost. Sposobnost hidrogela da reaguje na promene i pH i temperature pruţa veliku 
mogućnost kontrole bubrenja hidrogelova.  
Nosači za otpuštanje lekovitih supstanci na bazi čistog PNiPAAm-a se mogu 
sintetisati tako da reaguju na promenu temperature u fiziološkim uslovima, koja se odigrava 
oko 37 °C. Ovaj interval fiziološke temperature je vrlo uzan u poreĎenju sa intervalom 
fizioloških pH vrednosti, koje se kreću u opsegu od 1,2 do 7,4, a osim toga različiti delovi 
tela mogu imati specifično pH okruţenje. Tako je u ţelucu prosečno pH oko 2,0 dok je u 
crevima pH oko 7,4. Zbog toga se LCST prelaz hidrogelova na bazi PNiPAAm-a mnogo 
lakše podešava promenom pH vrednosti rastvora.  
UtvrĎeno je da se LCST PNiPAAm-a lako moţe kontrolisati preko pH vrednosti 
sredine ako se u lanac ugradi mali broj ostataka monomera sa jonskim grupama, kao npr. 
karboksilne ili amino grupe (akrilna, metakrilna, maleinska ili itakonska kiselina) 
68,123,127-
138
. Dodatkom jonskih grupa menja se odnos hidrofilnih i hidrofobnih segmenata, usled čega 
dolazi do pomeranja LCST temperature, obično ka višim vrednostima. Kopolimerizacijom 
NiPAAm-a i odgovarajućeg anjonskog monomera se ugraĎuje mali udeo pH osetljivih 
strukturnih jedinica u lanac NiPAAm-a. Na taj način LCST homopolimernog PNiPAAm-a 
moţe da se pomeri ka višim temperaturama usled prelaza jonizovani/nejonizovani oblik 
68,123,127-132,139
 što se postiţe odgovarajućom promenom pH vrednosti sredine. Ovaj fenomen 
se naziva pH-indukovana temperaturna osetljvost hidrogelova 
140
. 
Povećana hidrofilnost i elektrostatičko odbijanje jonizovanih grupa iz kiseline će 
oslabiti hidrofobne interakcije PNiPAAm-a. Stoga, u slučaju statističkih kopolimera udeo 
kiselinskog komonomera se ne moţe mnogo povećati, jer to moţe dovesti do nestanka 
LCST prelaza. Obrazovanje vodoničnih veza karboksilnih grupa kiseline sa amidnim 
grupama PNiPAAm-a ima značajnu ulogu u slučaju pH-indukovane temperaturne osetljvosti 
hidrogelova. Ova pojava dovodi do dodatnih interakcija izmeĎu lanaca polimera, pri čemu 
se smanjuje mogućnost obrazovanja vodoničnih veza izmeĎu lanaca PNiPAAm-a. Ako se 
ima u vidu da sve karboksilne grupe u kiselini nisu trenutno jonizovane, pri povišenju pH 
sredine iznad pKa kiseline, već postoje i stanja kada je jonizacija parcijalna, elektrostatičko 
odbijanje jonizovanih grupa biće umanjeno usled privlačnog dejstva vodoničnih veza koje 
postoje sa nejonizovanim karboksilnim grupama kiseline. Kao rezultat se mogu očekivati 
dva tipa pH prelaza. U opsegu niskih pH vrednosti LCST će opadati sa povećanjem udela 
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kiselih grupa, dok u oblasti viših pH u kome je veći deo kiselinskih grupa jonizovano, LCST 
će rasti sa porastom udela kiselih grupa 
141
. 
Na vrednost LCST utiče pH vrednost sredine i sadrţaj kiselinske komponente. Za 
svaki komonomer postoji kritična vrednost stepena jonizacije iznad koje hidrofilni efekat 
karboksilnih grupa ima dominantan uticaj, što dovodi do povećanja LCST prelaza. 
Nasuprot, za vrednosti stepena jonizacije ispod kritične vrednosti, hidrofilni efekat 
karboksilnih grupa nije dovoljan da savlada hidrofobni efekat amidnih grupa iz PNiPAAm-
a, što dovodi do opadanja LCST sa povećanjem udela kiseline kao komonomera 
142
. Od 
hidrogelova osetljivih na temperaturu i pH u literaturi su najviše proučavani kopolimerni 




Hidrogelovi osetljivi na pH i temperaturu pruţaju interesantne mogućnosti za 
otpuštanje antitrombocita, heparina (antikoagulans) i streptokinaze (fibrinolitik) 
145
. 
Interpenetrirajuće polimerne mreţe (IPM) su pogodne za podešavanje otpuštanja lekovitih 
supstanci usled malih promena pH i temperature koje prate obrazovanje tromba. IPM na 
bazi hitozana i NiPAAm-a omogućili su otpuštanje diklofenaka u zavisnosti od promene pH 
i temperature 
146
. Slično, hidrogelovi na bazi NiPAAm-a, butilmetakrilata i akrilne kiseline 





2.4. Primena hidrogelova 
 
Zahvaljujući specifičnim svojstvima, pre svega mogućnosti upijanja velike 
zapremine vode i drugih bioloških fluida, kao i sličnosti sa ţivim tkivima, hidrogelovi su 
našli veliku primenu u medicini i farmaciji 
1,149
.  
S obzirom da se za sintezu hidrogelova mogu upotrebiti skoro svi hidrofilni 
monomeri, njihova hemijska i fizička svojstva mogu se varirati u veoma širokom opsegu. 
TakoĎe, mogu se proizvoditi u različitim oblicima kao što su tanke ploče, mikročestice, 
nanočestice, premazi, tečnosti koji na mestu primene geliraju i filmovi. Iz toga i proističe 
njihova široka primena u medicini, uključujući i regenerativnu medicinu, dijagnostiku, 
imobilizaciju ćelija, separaciju biomolekula ili ćelija, itd. 
82
. 
Hidrogelovi su postali vrlo interesantni za primenu u farmaciji kao nosači za 
kontrolisano otpuštanje aktivnih supstanci. Za te svrhe su veoma značajni hidrogelovi koji 
su osetljivi na spoljašnje uticaje, najviše pH- i temperaturno-osetljivi hidrogelovi, a poţeljno 
je da, uz odgovarajuću hidrofilnost i elastičnost, budu biodegradabilni, kao i da njihovo 
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razlaganje daje netoksične proizvode. Aktivna supstanca se u hidrogel moţe inkorporirati 
bubrenjem hidrogela do ravnoteţe u rastvoru aktivne supstance ili dodatkom u mreţu 
hidrogela prilikom njegove sinteze, odnosno pre otpočinjanja reakcije polimerizacije i 
umreţavanja. Hidrogel se moţe dizajnirati tako da u sredini u kojoj se aktivna supstanca 
otpušta, zavisno od uslova (pH, jonska jačina rastvora, temperatura, itd.) bubri uz njeno 
oslobaĎanje. Kao nosači aktivnih supstanci, hidrogelovi su pogodni za različite načine 
primene: nazalnu, peroralnu, bukalnu, vaginalnu, rektalnu, transdermalnu, parenteralnu i 
oftalmološku 
1,3
. Razvijeni su visoko specijalizovani hidrogelovi za otpuštanje aktivnih 
supstanci na tačno odreĎena, ţeljena, mesta u organizmu 
48
. Na Slikama 2.3 i 2.4 prikazana 
su dva glavna tipa sistema za kontrolisano otpuštanje difuzijom, s obzirom da je difuzija 
najčešće mehanizam koji preovlaĎuje pri oslobaĎanju aktivne supstance. Na Slici 2.3 je 
prikazan sistem tipa rezervoara, a na Slici 2.4 sistem tipa matrice. U oba slučaja do 
oslobaĎanja aktivne supstance dolazi usled difuzije kroz pore ispunjene okolnim fluidom.  
 
Slika 2.3. Shematski prikaz oslobaĎanja aktivne supstance iz hidrogela (sistem tipa 
rezervoara). 
 
Veliki nedostatak sistema tipa rezervoara je mogućnost pucanja hidrogela i 
momentalnog oslobaĎanja aktivne supstance, pa je neophodno voditi računa da ne postoje 




Slika 2.4. Shematski prikaz oslobaĎanja lekovite supstance iz hidrogela (sistem tipa 
matrice). 
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Iako je u ovom slučaju jednostavno sintetisati sistem odreĎene, ţeljene geometrije, 
teško je postići kontrolisano oslobaĎanje aktivne supstance. Bubrenje hidrogelova do 
ravnoteţe se koristi za inkorporaciju jako osetljivih molekula kao što su peptidi ili proteini 
koji lako mogu da se inaktiviraju tokom procesa polimerizacije.  
Hidrogelovi će se svakako u budućnosti i dalje primenjivati u brojnim medicinskim i 
farmaceutskim sistemima. Hidrogelovi se sve više koriste za inţenjerstvo tkiva, za izradu 
materijala za previjanje rana, imunoizolaciju, otpuštanje lekovitih supstanci, itd. S druge 
strane nelinearni odziv, na primer „on/off―, „pametnih― polimera je ono što ih čini tako 
jedinstvenim i efikasnim, a značajna promena u svojstvima se moţe postići vrlo malom 
promenom okolnih uslova. „Pametni― polimeri mogu promeniti konformaciju, adhezivnost 
ili svojstva zadrţavanja vode, usled neznatnih promena spoljnih stimulansa. 
Još jedan faktor koji utiče na efikasnost „pametnih― polimera leţi u inherentnoj 
prirodi polimera, odnosno činjenici da je odgovor molekula na promene stimulansa sačinjen 
od promena pojedinih monomernih jedinica. Odgovori monomernih jedinica, sjedinjeni 
stotinu ili hiljadu puta, stvaraju znatnu snagu za voĎenje bioloških procesa 
48-51
. Od ostalih 




Jedan od ograničavajućih faktora za primenu sintetskih hidrogelova je da većina njih 
nije biorazgradiva. U slučaju njihovog razlaganja javlja se problem toksičnosti dobijenih 
proizvoda. Zbog toga se sve više istraţuju polimeri koji su biokompatibilni i biorazgradivi 
151-154
. Pored toga, nedostatak hidrogelova osetljivih na spoljašnje uticaje je njihova spora 
reakcija na brzi stimulans. Ovo se moţe prevazići izradom hidrogelova manjih dimenzija, ali 






2.5. Dosadašanja istraţivanja pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske 
kiseline i N-izopropilakrilamida 
 
 Primenom akrilne i metakrilne kiseline, koje se najčešće koriste za sintezu 
hidrogelova, ograničen je opseg pH vrednosti u kojima se pH- i temperaturno-osetljivi 
hidrogelovi mogu koristiti. Zamenom ovih kiselina sa itakonskom kiselinom, koja ima dve 
COOH grupe sa različitim pKa vrednostima, dobijaju se hidrogelovi veće pH-osetljivosti, a 
time se širi i opseg pH vrednosti u kojima se mogu primenjivati. Pored toga, itakonska 
kiselina je odabrana za ovaj rad i zbog mogućnosti dobijanja iz nepetrohemijskih izvora 
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72,82,153,160-163
. Porast interesovanja za biotehnološku proizvodnju IK 
160-162
 doveo je do sve 
veće upotrebe IK u sintezi hidrogelova koji ispoljavaju pH i temperaturnu osetljivost 
9,164,165
.  
 Erbil i Uyanik 
164
 su objavili prve radove o P(NiPAAm/IK) hidrogelovima i pokazali 
da bubrenje i srednja molekulska masa izmeĎu dve susedne tačke umreţenja rastu sa 
porastom sadrţaja hidrofilne komponente, što je objašnjeno smanjenjem parametra 
interakcije polimer-voda i povećanjem njihove kompatibilnosti. UtvrĎeno je da na stepen 
bubrenja utiče broj karboksilnih grupa ovih monomera, kao i pKa vrednost kiselina. Erbil i 
saradnici 
166
 pokazuju da je veći odnos sadrţaja ugraĎenog NiPAAm-a u P(NiPAAm/IK) 
hidrogel nego njihov odnos u početnoj reakcionoj smeši. Güven i saradnici 
9,165
 su izučavali 
P(NiPAAm/IK) hidrogelove sintetisane γ-zračenjem. Kod ovih kopolimera sa porastom 
sadrţaja IK i pH vrednosti okoline stepen bubrenja raste, dok se efektivna gustina 
umreţavanja smanjuje. Krušić i saradnici su ispitivali uticaj jonizacije COOH grupa 
itakonske kiseline na stepen bubrenja hidrogelova. Svojstva hidrogelova N-
izopropilakrilamida i itakonske kiseline zavise od sastava, pH sredine, odnosa komonomera 
i rastvarača, sadrţaja umreţivača kao i temperature kopolimerizacije. Poslednjih godina 
veliki broj istraţivanja je usmeren upravo na izučavanje uticaja pomenutih faktora na 
svojstva pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova. Pokazano je da bubrenje kopolimernih 
hidrogelova u velikoj meri zavisi od pH vrednosti okolnog medijuma 
167
. Ling i Lu 
168
 su 
proučavali kinetiku bubrenja ovih hidrogelova u ponovljenim ciklusima u cilju smanjenja 
količine hidrogela potrebnog za oslobaĎanje lekovite supstance u odnosu na tradicionalne 
sisteme. Taşdelen i saradnici su proučavali hidrogel NiPAAm-a i itakonske kiseline za 
inkapsulaciju 5-Fluorouracila i utvrdili da je inkapsulacija ove supstance poboljšana jer je 
dodatak kiseline povećao stepen bubrenja, a time i kapacitet upijanja lekovite supstance 
169
. 
Relativno mali broj radova se bavi proučavanjem pH- i temperaturno-osetljivih 
hidrogelova na bazi NiPAAm-a i itakonske kiseline, i to uglavnom radi njihove potencijalne 
primene za kontrolisano otpuštanje lekovitih supstanci, dok njihova primena za 
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U sintezama kopolimernih hidrogelova na bazi N-izopropilakrilamida i itakonske 
kiseline upotrebljeni su sledeći reaktanti: 
 Monomeri, N-izopropilakrilamid, NiPAAm (Acros Organics, Belgija) i itakonska 
kiselina, IK (Fluka) 
 Umreţivač, N,N-metilenbisakrilamid, MBA (SERVA-Feinbiochemica, Nemačka), 
 Inicijator, kalijum-persulfat, KPS (SERVA-Feinbiochemica. Nemačka), 
 Ubrzivač, kalijum-pirosulfat, KPyS (SERVA-Feinbiochemica, Nemačka), 
 Lipaza iz Candida rugosa, CRL (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Nemačka) i 
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N-izopropilakrilamid, kao derivat akrilamida, pokazuje ponašanje veoma slično 
ovom monomeru. U vodenim rastvorima vrlo brzo otpočinje polimerizaciju preko slobodnih 
radikala pri čemu se dobija proizvod velike molekulske mase. Slično akrilamidu, za N-
izopropilakrilamid se pretpostavlja da je kancerogen i neurotoksičan, ali za razliku od njega 
ima jak miris zbog čega ga je lako detektovati 
170
. Karakteristike NiPAAm-a su: 
 bela, kristalna supstanca, rastvorljiva u vodi 
 bruto formula: C6H11NO 
 molekulska masa:113,16 g/mol 
 temperatura topljenja: 33,18 °C 
 čistoća 99 % 
 
 
Slika 3.1. Strukturna formula N-izopropilakrilamida. 
 
Prvi hidrogel na bazi N-izopropilakrilamida sintetisao je Chibante 1978. godine, a od 
tada je do danas objavljen veliki broj radova u kojima je opisana sinteza, karakterizacija i 
primena ovih hidrogelova 
170
. 
Pre upotrebe NiPAAm je prekristalisan u smeši n-heksan/benzen (75/35), a zatim 
osušen u vakuumu do konstantne mase. Prinos monomera bio je 74 ± 5 %. 
 
 
3.1.2. Itakonska kiselina 
 
Itakonska kiselina je nezasićena dikarbonska organska kiselina, rastvorna u vodi, a 
stabilna u kiseloj, neutralnoj i slabo baznoj sredini. Industrijski se dobija fermentacijom 
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 bela, kristalna supstanca rastvorljiva u vodi 
 bruto formula: C5H6O4  
 molekulska masa: 130,10 g/mol 
 temperatura topljenja: 167-168 °C 
 temperatura paljenja: 177,94 °C 
 konstante disocijacije: pKa1=3,85 и pKa2= 5,44, 
 čistoća: p.a. 
 
 





Kao agens za umreţavanje pri sintezi hidrogelova korišćen je N,N‘-
metilenbisakrilamid sledećih karakteristika: 
 bela, kristalna supstanca, rastvorna u vodi 
 bruto formula: C7H10N2O2 
 molekulska masa: 154,07 g/mol 
 temperatura topljenja: 223,9 °C 
 čistoća: p.a. 
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Kao inicijator reakcije polimerizacije pri sintezi hidrogelova korišćen je kalijum-
persulfat sledećih karakteristika: 
 bela, kristalna supstanca, rastvorljiva u vodi 
 bruto formula: K2S2O8 
 molekulska masa: 270,32 g/mol 
 temperatura topljenja: 325 ºC 



















Kao ubrzivač reakcije polimerizacije pri sintezi hidrogelova korišćen je kalijum-
pirosulfat sledećih karakteristika: 
 beli igličasti kristali, rastvoran u vodi, stabilan na normalnim uslovima 
 bruto formula: K2S2O7 
 molekulska masa: 254,33 g/mol 
 temperatura topljenja: 325 °C 
 čistoća: p.a. 
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Slika 3.5. Strukturna formula kalijum-pirosulfata. 
 
 
3.1.6. Lipaza iz Candida rugosa 
 
Korišćena je lipaza iz Candida rugosa (E.C. 3.1.1.3) firme Sigma Aldrich, Tip VII, 
nominalne lipolitičke specifične aktivnosti 1468 jedinica/mg čvrste supstance. Sadrţi 
laktozu kao stabilizator, ne sadrţi slobodnu alfa amilazu niti proteazu. 
Na Slici 3.6 dat je prikaz lipaze iz Candida rugosa snimljen metodom difrakcije X-
zraka, rezolucije 2,06 Å (1 Å = 0,1 nm). 
 
Slika 3.6. 3-D formula lipaze iz Candida rugosa. 
 
Destilovana voda je korišćena u svim kopolimerizacijama i za pripremanje pufera. 
 
 
3.1.7. Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar 
 
Polietilen glikol p-(1,1,3,3-tetrametilbutil)fenil etar (Triton X-100) je nejonska 
površinski aktivna materija sledećih karakteristika: 
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 viskozna supstanca, rastvorna u vodi, mešljiva sa većinom polarnih organskih 
rastvarača i aromatskim ugljovodonicima, hemijski stabilna u većini kiselih i baznih 
rastvora. 
 bruto formula: C14H22O(C2H4O)n, (n = 9-10 jedinica etilen oksida) 
 molekulska masa: 647 g/mol, za n = 10 
 stabilnost: na temperaturama od 2 do 8 °C, zaštićen od svetlosti 
 kritična koncentracija micela: pribliţno 0,2×10-3 M (25 °C) 
 tačka zamućenja: 65 °C 
 biodegradabilan 
 čistoća 99 % 
 
Triton X-100 je nejonska površinski aktivna materija koja se koristi za solubilizaciju 
membrana proteina tokom izolacije iz njihovih kompleksa. U sintezama hidrogelova je 
korišćen da bi se zadrţala otvorena konformacija lipaze i time povećala njena aktivnost 
nakon imobilizacije. 
 
Slika 3.7. Strukturna formula Triton X-100. 
 
 
3.2. Sinteza hidrogelova 
 
Polimerizacijom preko slobodnih radikala na 25 °C, u vodi, sintetisani su homo- i 
kopolimerni hidrogelovi N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline. Vreme reakcije se kreće 
u opsegu od 12 do 48 sati i zavisi od koncentracije lipaze i umreţivača, kao i od odnosa 
komonomera NiPAAm/IK u početnoj smeši. Pri sintezama je variran sadrţaj monomera, 
umreţivača i lipaze, dok je koncentracija inicijatora i ubrzivača bila konstantna, 1 mas%, 
računato na smešu monomera. Lipaza iz Candida rugosa je imobilisana „in situ― 
polimerizacijom, odnosno dodavanje enzima u reakcionu smešu pre početka reakcije 
polimerizacije i umreţavanja (Metoda I), koja predstavlja uobičajen način vezivanja enzima 
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. Sadrţaj lipaze u hidrogelovima je variran od 2, 5, 10 i 20 mas%, a 
umreţivača od 2 i 4 mas% računato na smešu monomera. 
Odmerene mase reaktanata su rastvorene u odgovarajućoj zapremini destilovane 
vode. Svaki od reaktanata je rastvaran posebno. Rastvori su produvavani azotom 20 minuta, 
a zatim pomešani. Nakon toga je reakciona smeša izlivena u kalup koji se sastoji od dve 
staklene ploče odvojene PVC crevom i ostavljena na 25 ºC da polimerizuje. Po završetku 
reakcije, staklene ploče su odvojene, a gel je isečen na diskove koji su zatim potapani u 
destilovanu vodu da bi se odstranile neproreagovale materije. Voda je menjana svakodnevno 
tokom četiri dana. Uzorci su osušeni na sobnoj temperaturi. Suvi uzorci su bili debljine 0,10 
± 0,01 cm i prečnika 0,70 ± 0,10 cm. 
U nazivu uzorka NiPAAm/IK/MBA/CRL prvi broj označava maseni udeo N-
izopropilakrilamida, drugi maseni udeo itakonske kiseline, treći maseni udeo umreţivača, a 
četvrti maseni udeo lipaze u hidrogelu. Na Shemi je prikazana „in situ― imobilizacija lipaze 




TakoĎe, lipaza je imobilisana metodom bubrenja, odnosno potapanjem suvih uzoraka 
(kserogelova) u 10 mL puferskog rastvora odreĎene pH vrednosti (6,04; 7,00; 8,00; i 8,99) i 
koncentracije lipaze (0,2; 1,0; 5,0; 10,0; i 20,0 mgenz/mL rastvora). Uzorci su ostavljeni da 
bubre do ravnoteţe uz povremeno mešanje, kako bi se obezbedili uslovi maksimalnog 
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upijanja lipaze iz rastvora. Da bi se ispitao uticaj temperature na imobilizaciju lipaze, 
eksperimenti su izvedeni na tri temperature: 5, 25 i 37 C.  
Određivanje ekstrahovanih materija (Tabela T1, Prilog). Nakon sinteze, isečeni 
diskovi sintetisanih gelova i ostatak od sečenja, su potpuno potopljeni u vodu na 25 °C radi 
odreĎivanja neproreagovalih materija. Voda u čašama je menjana četiri dana i odlivana u 
odgovarajuće erlenmajere čije su mase pre toga zabeleţene. Nakon toga, gelovi su izvaĎeni 
da se suše na 25 °C, a erlenmajeri su odneti na uparavanje do suva na 60 °C. Posle 
uparavanja, izmerene su mase erlenmajera i iz razlike masa dobijen sadrţaj neproreagovalih 
ekstrahovanih materija. 
 Na Slici 3.8. je dat shematski prikaz procesa sinteze hidrogelova. 
 
 




3.3. Karakterizacija hidrogelova 
 
3.3.1. Ispitivanje procesa bubrenja 
 
Bubrenje hidrogelova sa lipazom je praćeno u puferskim rastvorima pH = 2,20 
(KCl/HCl, Zorka Pharma, Srbija) i pH = 6,80 (NaH2PO4 / Na2HPO4, Analytika Ltd., Češka 
Republika) i na temperaturi od 37 °C. TakoĎe, ispitano je i bubrenje hidrogelova sintetisanih 
bez prisustva lipaze. 
Nakon potapanja kserogelova u odgovarajući pufer na 37 °C, merena je masa u 
odreĎenim vremenskim intervalima. Stepen bubrenja je računat po jednačini (8). 
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masa kserogela, a mt masa nabubrelog hidrogela u trenutku t. 
 
 
3.3.2. Skenirajuša elektronska mikroskopija 
 
Morfologija hidrogelova je ispitana na JEOL JMS-5800 skenirajućem elektronskom 
mikroskopu. Pre izvoĎenja eksperimenata uzorci hidrogelova su liofilizovani. Da bi se 
izbegle deformacije pri lomljenju uzoraka, liofilizovani uzorci su potopljeni u tečni azot, a 




3.3.3. Mehaniţka svojstva hidrogelova 
 
Mehanička svojstva hidrogelova ispitivana su na mehaničkom spektrometru 
Rheometrics 605. Korišćena je geometrija paralelnih ploča prečnika 25 mm. Hidrogelovi su 
izloţeni konstantnom naponu na smicanje od 25 % pri promeni frekvencije u intervalu od 
0,1 do 100 rad/s. OdreĎivana su mehanička svojstva hidrogelova nabubrelih do stanja 
ravnoteţe u puferu pH = 6,80 ± 0,01 na 37 °C. 
 
 
3.3.4. Furijeova transformacijska infracrvena spektroskopija 
 
UraĎena je FT-IR analiza slobodne i imobilisane lipaze iz Candida rugosa 
korišćenjem Bomem MB 100 FT-IR spektrofotometra. Oko 10 mg uzorka se pomeša i spraši 
sa 100 mg kalijum-bromida (Sigma-Aldrich, Nemačka) i komprimuje u tabletice pod 
pritiskom od 11 t, u trajanju oko jedan minut, pomoću Graseby Specac Model: 15,011. 
Spektri su dobijeni u rasponu talasnog broja od 400-4000 cm
-1
, na 25 °C i na 4 cm
-1
 
rezolucije spektra. (KBr : Uzorak = 50 : 1). 
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3.3.5. Mikroskopija atomskih sila 
 
Mikroskopija atomskih sila (AFM) uzoraka bez lipaze kao i uzoraka sa „in situ― 
imobilisanom lipazom je izvedena primenom „suvog― moda na Veeco CP-II instrumentu. 
Konzole su korišćene bez prethodnog hemijskog tretmana. Standardni tačkasti („tapping―) 
mod omogućava upotrebu minimalne sile u cilju sprečavanja nastanka dodatnih neravnina 
kao posledica korišćenja špica. Ta sila je osigurana odrţavanjem minimalne amplitude 
kontakta sa površinom. 
Instrument korišćen u studiji zahteva da uzorak bude relativno ravan i čvrste 
površine, tako da vrh moţe da skenira preko nje, a da ne postoji mogućnost kontaminiranja 
ili deformacije.  
AFM analiza je izvedena na uzorcima u suvom stanju. Analiza površine uzoraka u 
nabubrelom stanju moguća je primenom manje invazivne tehnike slikanja površine, ali bi se 
u tom slučaju dobila „mutna― topografija. Vrh konzole moţe da penetrira u nabubreli 
hidrogel čak i pri upotrebi relativno malih sila reda veličine 1 nN i tako ošteti površinu 
hidrogela, pa ga je u tom slučaju potrebno osigurati upotrebom dodatnih staklenih kapsula 
koje povećavaju površinu špica, što utiče na pravilan, precizniji i detaljniji prikaz površine 
uzorka. Ovo je razlog zašto nije raĎeno sa nabubrelim uzorcima, već sa uzorcima u suvom 
stanju. Ovo razmatranje je u saglasnosti sa skoro objavljenim rezultatima ispitivanim na 





3.4. Efikasnost imobilizacije i aktivnost imobilisane lipaze u hidrogelovima 
 
Aktivnost lipaze je odreĎena po standardnoj Sigma proceduri na emulziji maslinovog 
ulja koja prati nastanak masnih kiselina u sistemu 
172
. U epruvete je mikropipetom odmereno 
po 3 mL Sigma emulzije (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO), 1 mL 0,05 M Tris/HCl 
(Tris(hidroksimetil)aminometan/HCl) pufera 
173
 i 2,5 mL destilovane vode. Sadrţaji 
epruveta su mešani na Vortex mešalici, a zatim stavljeni u termostat na 37 °C da se 
termostatiraju 20 minuta. Nakon toga, u epruvete su dodate odgovarajuće mase samlevenih 
uzoraka kojima je potrebno odrediti aktivnost lipaze, a zatim su sadrţaji epruveta ponovo 
izmešani i vraćeni u termostat na istu temperaturu. Posle 180 minuta epruvete su izvaĎene, 
njihov sadrţaj prebačen u erlenmajere u kojima se nalazi po 3 mL metanola (Zorka Pharma, 
Srbija) sa indikatorom fenolftaleinom (Merck, Nemačka). Formiranje masnih kiselina 
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kvantifikovano je titracijom 0,1M rastvorom NaOH (Zorka Pharma, Srbija), sve do pojave 
bledo ruţičaste boje, pri čemu je zabeleţena zapremina utrošenog rastvora za titraciju. 
Paralelno sa testom se radi i slepa proba. U tom slučaju u epruvete se sipaju sve supstance 
kao i za ispitivanje uzorka, osim samog uzorka. OdraĎene su još dve serije eksperimenata u 
kojima je modifikovano vreme trajanja reakcije formiranja masnih kiselina i skraćeno na 45, 
odnosno 100 minuta, u cilju ispitivanja (i uštede) vremena na formiranje masnih kiselina.  
Aktivnost imobilisane lipaze je izraţena u internacionalnim jedinicama po jedinici 
mase imobilizata (IU/g) ili kao specifična aktivnost, koja predstavlja odnos aktivnosti 
imobilisanog enzima i mase vezanog enzima (u mg) po gramu suvog sprašenog uzorka. Pod 
jednom internacionalnom jedinicom se podrazumeva ona količina enzima koja, pod strogo 
odreĎenim uslovima (pH = 7,70 i temperatura od 37 °C), katalizuje transformaciju 1 μmol 
masne kiseline po minuti. 
  
 
3.4.1. Reagensi za odreŤivanje aktivnosti lipaze po Sigma proceduri 
 
 Sveţe pripremljen Sigma supstrat (Sigma emulzija), 
 0,05 M Tris/HCl pufer, 
 0,1 M volumetrijski rastvor NaOH. 
 
Priprema Sigma supstrata: Odmeri se 20 g poli(vinil alkohola) (PVA, srednje 
molekulske mase, 86-89 % hidrolizovan, Alfa Aesar, Nemačka) i postepeno dodaje uz 
neprestano mešanje u 750 mL destilovane vode koja je prethodno zagrejana na 80-90 °C. 
Mešanje se vrši sve dok se sva masa PVA ne rastvori. Posebno se odmeri 250 mL 
maslinovog ulja i postepeno se dodaje, kap po kap, u vodeni rastvor PVA, uz intenzivno 
mešanje na mikseru (Yellow line DI 25 basic). 
Priprema Tris/HCl pufera: U mernom sudu se odmeri 1,2116 g Tris-a (Acros 
Organics, SAD) i dopuni do 50 mL destilovanom vodom. Od toga se, nakon potpunog 
rastvaranja, odmeri 25,0 mL i prebaci u drugi merni sud kome se doda 35,0 mL 0,1 M HCl i 
dopuni do 100 mL destilovanom vodom. Tako pripremljen rastvor Tris/HCl pufera ima pH 
vrednost 7,77. 
Priprema uzoraka za Sigma proceduru: Uzorci su samleveni do finog praha u avanu 
sa tučkom i odloţeni u prethodno obeleţene posudice. Zatim je od svakog sastava odmerena 
odgovarajuća masa i pripremljena za dalju analizu. 
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3.4.2. pH i temperaturni optimum lipaze 
 
pH stabilnost slobodne i imobilisane lipaze u P(NiPAAm/IK) hidrogelove je 
odreĎena nakon termostatiranja enzima na 45 °C u puferima različitih pH vrednosti u opsegu 
od 4 do 10, u vremenskom intervalu od 180 minuta.  
Termička stabilnost slobodne i imobilisane lipaze na P(NiPAAm/IK) hidrogelove je 
odreĎena nakon termostatiranja enzima na različitim temperaturama u opsegu od 5 do 65 °C 
na pH = 7,00, u trajanju od 180 minuta. 




3.5. Ispitivanje stabilnosti imobilisane lipaze pri skladištenju 
 
Osušeni, samleveni uzorci biokatalizatora su inkubirani u laboratorijskom friţideru 
na -20 °C, 4 °C i na sobnoj temperaturi, 25 °C. Stabilnost na skladištenje je odreĎena preko 
aktivnosti slobodne i imobilisane lipaze u odgovarajućim vremenskim intervalima (do 60 
dana za imobilisane uzorke), po Sigma proceduri, a rezultati su predstavljeni kao procenat 
od ostatka aktivnosti u odnosu na početne aktivnosti biokatalizatora izmerene za „nulti― dan 
(relativna aktivnost biokatalizatora). 
 
 
3.6. Sinteza estra n-amil-izobutirata 
 
Esterifikacija je izvedena u erlenmajerima sa šlifovanim grlom. Različite mase 
sprašenih uzoraka su pomešane sa smešom od 230 μL izobuterne kiseline (Carlo Erba 
Reagents, Italija), 270 μL n-amil alkohola (Carlo Erba Reagents, Italija) i različitim 
zapreminama rastvarača (voda ili puferski rastvor). Bezvodni n-heksan (Carlo Erba 
Reagents, Italija) je dodat u reakcionu smešu do ukupne zapremine od 10 mL. Reakciona 
smeša se stavlja u termostat-tresilicu (WB Memmert 22, Nemačka) do završetka odigravanja 
enzimske reakcije, na 150 obr/min. Temperatura odigravanja enzimske reakcije je za svaki 
pojedinačni sistem bila konstantna. 
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Reakcija se zaustavlja dodatkom 10 mL smeše metanol/fenolftalein, a uzorci se 
titrišu sa 0,1M rastvorom NaOH do promene boje kako bi se odredile preostale slobodne 
masne kiseline u reakcionoj smeši. 
Sposobnost polimernog nosača da veţe lipazu i odrţavanje njene aktivnosti je 
prikazano kao prinos aktivnosti lipaze, u procentima (%). Za „in situ― metodu, uzorci su 
obeleţeni na sledeći način: 
 90/10/2/20 (P(NiPAAm/IK)–1) 
 90/10/2/20 u fosfatnom puferu pH 7,0 kao rastvaraču (P(NiPAAm/IK)–2) 
 90/10/2/20 u fosfatnom puferu pH 7,0 kao rastvaraču (pH vrednost smeše 
IA/KPS/KPyS pre reakcije polimerizacije je podešena na pH 7,20) (P(NiPAAm/IK)–
3) 
 90/10/2/20 sintetisa sa 0,5 mas% Triton X-100 (P(NiPAAm/IK)–4) 
 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 u pH 7,0 (P(NiPAAm/IK)–5) 
 
 
3.6.1. Optimizacija enzimski katalizovane reakcije esterifikacije 
 
Temperatura reakcije. Reakciona smeša se termostatira na različitim temperaturama, 
u rasponu izmeĎu 32 i 50 °C u trajanju od 48 sati uz stalno mešanje brzinom od 150 obr/min 
u termostat-tresilici. Konverzija je utvrĎena na način opisan u Poglavlju 2.5. 
Uticaj vode. Različite zapremine vode (10, 50, 100 i 200 μL, odnosno 10, 50, 100, 
200 i 300 μL) korišćene su da bi se utvrdilo da li dodavanje vode, kao i zapremina dodate 
vode, utiču na sintezu i formiranje estra. 
pH reakcionog medija. Puferi različitih pH vrednosti (pH 6, 7, 8, 9 i 10) su korišćeni 
za odreĎivanje uticaja pH na proizvodnju estra. 
Sadržaj biokatalizatora (enzim/nosač). Različiti sadrţaji (0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 
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3.6.2. Višestruka upotreba imobilisane lipaze 
 
S ekonomskog gledišta, ponovno korišćenje enzima predstavlja glavnu prednost 
imobilizacije biokatalizatora. Nakon prvog korišćenja imobilisane lipaze u reakciji 
esterifikacije, biokatalizator je filtriran, temeljno ispran sa 50 mL n-heksana, i osušen na 25 
ºC u trajanju od 24 sata pre nego što je podvrgnut ponovnom korišćenju. Proces pranja i 
ponovne upotrebe imobilisanog enzima je izveden 20 puta. 
 
 
3.7. Otpuštanje lipaze iz hidrogelova 
 
In vitro eksperimenti otpuštanja su izvedeni potapanjem uzoraka u posudu napunjenu 
sa 10 mL pufera na 37 °C, čija je pH vrednost podešena tako da se simuliraju uslovi u GI 
traktu. Prosečna zapremina kserogela pre praćenja kinetike otpuštanja bila je 0,039 ± 0,004 
cm
3
. Uzorci su prvo potopljeni u pufer pH 2,20 ± 0,01 i ostavljeni da bubre naredna dva 
sata, a koncentracija rastvora je merena na sat vremena. Nakon toga su svi uzorci prebačeni 
u posudu sa puferom pH vrednosti 6,80 ± 0,01, a merenja su nastavljena u odgovarajućim 
vremenskim intervalima do završetka eksperimenta, odnosno do isteka 48 sati. U 
odgovarajućim razmacima, uzima se 2 mL rastvora i meri koncentracija osloboĎene lipaze, a 
zatim se vraća natrag u posudu kako bi se odrţala konstantna zapremina tokom 
eksperimenta. Uzorci su za sve vreme eksperimenta bili potpuno potopljeni u rastvor i 
smešteni u inkubator sa blagim mešanjem (50 obr/min). Sterilni uslovi su odrţavani tokom 
trajanja eksperimenta.  
Otpuštanje lipaze je praćeno spektrofotometometrijski (Ultrospec 3300 pro 
UV/Visible Spectrophotometer, Biochrom Ltd.) na 225 nm uz goveĎi serum albumin kao 
standard. Koncentracija enzima odreĎivana je iz standardne krive koja je uraĎena za svako 
merenje. Srednja i standardna devijacija tri nezavisna merenja su izračunate upotrebom 
Microsoft Excel (Redmond, WA, USA) softvera. Svi podaci su ponovljivi unutar  5% 
tačnosti. Rezultati su predstavljeni kao kumulativne vrednosti otpuštanja u funkciji vremena.  
Enzimska aktivnost uzoraka je takoĎe analizirana pomoću standardne Sigma 
procedure kao što je opisano ranije 
174
. Radi poreĎenja, stabilnost nativne lipaze je takoĎe 
analizirana na pH 2,20 i 6,80. Alikvoti lipaze (10 mg, što odgovara masi imobilisane lipaze) 
su termostatirani na 37 °C u puferu pH 2,20 ili 6,80. U unapred odreĎenim vremenskim 
intervalima se uzimaju uzorci, a aktivnost enzima se odreĎuje po standardnoj Sigma 
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proceduri. Na osnovu izmerenih vrednosti apsorbancije izračunata je koncentracija 
otpuštene lipaze u rastvorima svih uzoraka pomoću sledeće jednačine 
175
: 
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4. Sinteza i karakterizacija hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline 
za imobilizaciju lipaze iz Candida rugosa 
 
Polimerizacijom preko slobodnih radikala na 25 °C, u vodi, sintetisane su sve serije 
homo- i kopolimernih hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske kiseline. Pri sintezama 
je koncentracija inicijatora i ubrzivača bila konstantna i iznosila je 1 mas%, računato na 
smešu monomera, a variran je sadrţaj monomera, umreţivača i enzima kod sinteza u kojima 
je lipaza „in situ― imobilisana – Metoda I, odnosno monomera i umreţivača za sintezu 
uzoraka kod kojih je lipaza imobilisana bubrenjem – Metoda II. Sadrţaj umreţivača u 




4.1. Karakterizacija hidrogelova 
 
Nakon reakcije polimerizacije i umreţavanja, odreĎena je masa neproreagovalih 
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materija je bila od 0,118 g za uzorak 100/0/4/0 (1,11 % početne mase reakcione smeše) i 
stepenom reagovanja od 98,9 % do 0,0269 g za uzorak 90/10/2/0 (2,59 % početne mase 
reackione smeše) i stepenom reagovanja od 97,4 %. Prosečan stepen reagovanja za sve 
hidrogelove sintetisane bez enzima iznosio je 98,2 ± 0,6 %. Na osnovu dobijenih rezultata za 
stepen reagovanja moţe se izvesti zaključak da prisustvo itakonske kiseline u reakcionoj 
smeši malo utiče na stepen reagovanja. Uočava se takoĎe da porast stepena umreţenja utiče 




4.1.1. FT-IR analiza hidrogelova bez lipaze 
 
Karakteristične apsorpcione trake za homopolimere N-izopropilakrilamida i 
itakonske kiseline, kao i za hidrogel poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) 
sastava 90/10/2/0 prikazani su u Tabeli 4.1.  
 
Tabela 4.1. Karakteristične apsorpcione trake homopolimera, poli(N-izopropilakrilamida), 















Asimetrične i simetrične C–H vibracije 
i vibracije istezanja N–H grupe 
3000-2850 2876,6 
Asimetrične i simetrične C–H vibracije 
istezanja izopropil grupe 
1650 1654,1 
Amidna traka I,  
Vibracije istezanja karbonilne grupe 
1550 1547,5 
Amidna traka II,  
N–H vibracije savijanja 
1380 1386,0 
C–H vibracije i traka simetrične 
izopropil grupe 
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Tabela 4.1. (nastavak) 
Poli(itakonska kiselina) 
3200-2800 2972,0 
Vibracije istezanja O–H grupe 
intramolekulske vodonične veze 
1760-1690 1703,3 Vibracije istezanja karbonilne grupe 
1420 1400,0 C–O–H savijanje u ravni 
1300-1200 1206,7 C–O istezanje karboksilne grupe 
Poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) 
3700-3100 3441,7 
Vibracije istezanja O–H grupe iz 
kiseline i N–H grupe iz NiPAAm-a 
3200-2800 2975,9 C–H istezanje iz PNiPAAm-a 
1760-1690 1720,0 Vibracije istezanja karbonilne grupe 
1650 1660,0 Amidna traka I iz NiPAAm-a 
1577 1543,0 Amidna traka II iz NiPAAm-a 
1380 1387,1 
Vibracije istezanja C–H veze iz 
izopropil grupe 
1177 1174,0 Amidna traka III iz NiPAAm-a 
 
FT-IR spektri homo- i kopolimernih hidrogelova različitog sastava i stepena 
umreţenja su prikazani na Slikama 4.1 a) i b).   
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Slika 4.1. FT-IR spektri sintetisanih hidrogelova sa a) 2,0 mas% MBA ((A) 85/15/2/0; (B) 
90/10/2/0; (C) 95/5/2/0 i (D) 100/0/2/0) i b) 4,0 mas% MBA ((E) 85/15/4/0; (F) 90/10/4/0; 
(G) 95/5/4/0 i (H) 100/0/4/0). 
 
FT-IR spektri svih hidrogelova su meĎusobno slični. Svaki spektar pokazuje široku 
traku u oblasti od 3700-3100 cm
-1
 što odgovara O–H vibracijama istezanja grupa 
karboksilne kiseline iz itakonske kiseline i N–H vibraciji istezanja NiPAAm-a. Pik na 1720 
cm
-1
 potiče od tipične vibracije karbonilne grupe iz itakonske kiseline 
181
. Karakteristična 
amidna traka I i amidna traka II NiPAAm-a se javljaju oko 1650 cm
-1
 i 1540 cm
-1
, redom. 
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Dve tipične trake C–H vibracija skoro istih intenziteta oko 1386 i 1379 cm
-1
 potiču od 
vibracija istezanja C–H veze iz CH(CH3)2 grupe. Traka oko 1174 cm
-1
 potiče od amidne 
trake III iz PNiPAAm-a 
182
. Karakteristične trake u FT-IR spektrima hidrogelova odgovaraju 
apsorpcionim trakama karakterističnim za homopolimere poli(itakonske kiseline) i poli(N-
izopropilakrilamida), ali su pomerene u odnosu na talasne brojeve čistih polimera zbog 
reakcije umreţavanja i obrazovanja hidrogela. 
 
  
4.1.2. Umetanje lipaze iz Candida rugosa u hidrogelove N-izopropilakrilamida i 
itakonske kiseline 
 
Imobilizacija lipaze iz Candida rugosa je izvedena na dva načina. Prvi način je 
imobilizacija dodavanjem lipaze u reakcionu smešu pre izvoĎenja reakcije polimerizacije i 
umreţavanja („in situ― polimerizacija – Metoda I). Drugi način imobilizacije je izveden 
bubrenjem do ravnoteţe prethodno sintetisanih suvih gelova (kserogelova) u rastvoru lipaze 
odreĎene koncentracije, pri odreĎenoj pH vrednosti i temperaturi („imobilizacija 
bubrenjem― – Metoda II). 
U oba slučaja je odreĎena masa neproreagovalih materija i stepen reagovanja. Masa 
neproreagovalih materija je bila od 0,0155 g za uzorak 100/0/2/20 (1,25 % početne mase 
reakcione smeše) i stepenom reagovanja od 98,8 % do 0,0995 g za uzorak 90/10/4/20 (7,90 
% početne reakcione smeše) i stepenom reagovanja 92,1 %. Prosečan stepen reagovanja za 
sve hidrogelove sintetisane sa enzimom iznosio je 94,94 ± 2,16 %. 
Prisustvo lipaze u reakcionoj smeši utiče na stepen reagovanja, jer se u prisustvu 
lipaze dobijaju nešto niţi stepeni reagovanja nego kada se sinteza izvodi bez lipaze. Na 
osnovu toga se moţe zaključiti da lipaza u maloj meri ometa reakciju 
polimerizacije/umreţavanja (Tabela T1, Prilog). Uočava se takoĎe da porast stepena 
umreţenja utiče na stepen reagovanja, tako da sa porastom sadrţaja umreţivača raste i 
stepen reagovanja, što je i očekivano. 
 
 
4.1.3. FT-IR analiza imobilisanih sistema 
 
Na Slikama 4.2 prikazani su FT-IR spektri slobodne lipaze i hidrogelova sa 
imobilisanom lipazom koji su takoĎe slični. Glavne trake usled vibracije peptidne grupe se 
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: amidna traka I (1700-1600 cm
-1
) potiče od C=O 
vibracija istezanja (1657,5 cm
-1
) i amidna traka II (1580-1510 cm
-1
) usled N–H savijanja 
zajedno sa doprinosom C–N vibracija istezanja, nešto slabijeg intenziteta. Amidna traka III 
se javlja na 1400-1200 cm
-1
, usled N–H savijanja, C–Cα i C–N vibracija istezanja 
184
. 
U spektrima hidrogelova sa imobilisanom lipazom se javlja amidna traka III, 
karakteristična za lipazu, ali je slabijeg intenziteta i pomerena ka niţim talasnim duţinama 
nego u spektru sobodne lipaze (pik na 1200-1000 cm
-1
), što je posledica imobilizacije lipaze 
u hidrogel. TakoĎe, u svim spektrima hidrogelova sa imobilisanom lipazom uočene su 
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Slika 4.2. FT-IR spektri slobodne lipaze (A), hidrogelova bez lipaze: 90/10/2/0 (B) i 
90/10/4/0 (C); i hidrogelova sa lipazom: 90/10/2/2 (D), 90/10/4/2 (E), 90/10/2/20 (F), 




4.2. Bubrenje hidrogelova 
 
4.2.1. Ispitivanje kinetike bubrenja hidrogelova 
 
Bubrenje uzoraka praćeno je na 37 °C u rastvorima čija je pH vrednost iznosila 2,20 
± 0,01 i 6,80 ± 0,01 da bi se utvrdio uticaj pH na kinetiku bubrenja. Svi rezultati 
predstavljaju srednju vrednost tri nezavisna merenja (Slika 4.3). Standardna devijacija svih 
merenja je bila ± 10 % od srednjih vrednosti, što ukazuje na veoma dobru reproduktivnost 
rezultata. Merena je masa hidrogelova do uspostavljanja ravnoteţe kada prestaje upijanje 
rastvora, a zatim je odreĎen ravnoteţni stepen bubrenja (Tabela 4.2). 
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pH = 6,80 ± 0,01














































pH = 6,80 ± 0,01
 
Slika 4.3. Uticaj stepena umreţenja, sadrţaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen 
bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova sintetisanih bez lipaze: a) 2,0 mas% umreţivača na 37 
ºC: pH = 6,80 (mali dijagram u pH=2,20) i b) 4,0 mas% umreţivača na 37 ºC: pH = 6,80 
(mali dijagram u pH = 2,20). 
 
Na Slici 4.4 su prikazani rezultati bubrenja uzoraka sa 2,0 mas% lipaze, a na Slici 4.5 
rezultati bubrenja uzoraka sa 20,0 mas% lipaze. 
 














































pH = 6,80 ± 0,01












































pH = 6,80 ± 0,01
Vreme, h
 
Slika 4.4. Uticaj stepena umreţenja, sadrţaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen 
bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova sintetisanih sa 2,0 mas% lipaze: a) 2,0 mas% 
umreţivača na 37 ºC: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20) i b) 4,0 mas% umreţivača na 
37 ºC: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20). 
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Slika 4.5. Uticaj stepena umreţenja, sadrţaja itakonske kiseline i pH rastvora na stepen 
bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova sintetisanih sa 20,0 mas% lipaze: a) 2,0 mas% 
umreţivača na 37 ºC: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20) i b) 4,0 mas% umreţivača na 
37 ºC: pH = 6,80 (mali dijagram u pH = 2,20).  
 
Rezultati sa Slika 4.3-4.5 pokazuju izuzetno veliku pH-osetljivost P(NiPAAm/IK) 
hidrogelova. Pri niskim pH vrednostima (pH 2,20), stepen bubrenja ovih hidrogelova je mali 
i praktično ne zavisi od sadrţaja itakonske kiseline. 
S obzirom da je ispitivanje bubrenja izvedeno na temperaturi koja je viša od LCST 
za poli(N-izopropilakrilamid), ova komponenta hidrogela je potpuno kontrahovana. Sa druge 
strane, pH vrednost od 2,20, na kojoj je praćeno bubrenje, je niţa od obe pKa vrednosti 
itakonske kiseline što takoĎe doprinosi smanjenju stepena bubrenja, koje ima skoro istu 
vrednost kod svih ispitivanih uzoraka. Uzrok tome je prisustvo nejonizovanih karboksilnih 
grupa itakonske kiseline sposobnih da stvaraju vodonične veze sa amidnim grupama iz 
NiPAAm-a koje deluju kao dodatno, fizičko, umreţenje 
187,188
. Pošto su interakcije preko 
vodoničnih veza u čistom hidrogelu poli(N-izopropilakrilamid)-a (100/0/4/0) manje 
zastupljene od vodoničnih veza u kopolimernim hidrogelovima, očekivano je da najviše 
bubre uzorci čistog poli(N-izopropilakrilamid)-a, što se vidi na Slikama 4.3 i 4.13. 
Prisustvo lipaze utiče na stepen bubrenja tako da je kod uzoraka sa većim procentom 
lipaze bubrenje izraţenije, a ravnoteţni stepen bubrenja veći (Slike 4.7 i 4.8). To se moţe 
objasniti činjenicom da su molekuli lipaze veliki i da pri sintezi ometaju formiranje pravilne 
polimerne mreţe u onoj meri u kojoj bi se mreţa bez lipaze formirala. Samim tim što je 
stepen umreţenja manji, veća je mogućnost bubrenja. 
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PoreĎenjem prikazanih rezultata uočeno je da kod polimera sa istim sadrţajem 
lipaze, najmanje bubre uzorci bez itakonske kiseline, a da ravnoteţni stepen bubrenja raste 
sa povećanjem sadrţaja itakonske kiseline (Slike 4.6-4.8). Ovo se objašnjava činjenicom da 
je bubrenje ispitivano na pH vrednosti koja je veća od pKa1 i pKa2 itakonske kiseline 
(pKa1=3,85 i pKa2=5,45) 
189
 tako da su obe karboksilne grupe jonizovane, pa je i hidrofilnost 
polimerne mreţe veća. Sa druge strane, jonizacija ovih grupa povećava gustinu 
naelektrisanja i dolazi do odbijanja istoimeno naelektrisanih COO¯ jona što dovodi do 
povećanja zapremine hidrogela. 
 
 
4.2.2. „Overshooting“ efekat 
 
Pri bubrenju na pH 2,20 (Slika 4.3 a) i b) (mali dijagram) i Slike 4.6-4.8) dolazi do 
pojave tzv. „overshooting― efekta. Na početku procesa, stepen bubrenja za kratko vreme 
dostiţe maksimalnu vrednost, a zatim opada do ravnoteţne vrednosti. „Overshooting― efekat 
je opisan u velikom broju naučnih radova, ali ne postoji sveobuhvatno objašnjenje zbog 
velikog broja faktora koji utiču na ovu pojavu. 
 



























































































Slika 4.6. „Overshooting― efekat kod hidrogelova sintetisanih bez lipaze sa a) 2,0 mas% i b) 
4,0 mas% umreţivača, pri pH = 2,20 ± 0,01 i temperaturi od 37 °C. 
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Slika 4.7. „Overshooting― efekat za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa 2,0 mas% umreţivača i 
a) 2,0 mas% i b) 20,0 mas% lipaze na pH = 2,20 ± 0,01 i temperaturi od 37 °C. 
 




























































































Slika 4.8. „Overshooting― efekat za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa 4,0 mas% umreţivača i 
a) 2,0 mas% i b) 20,0 mas% lipaze na pH = 2,20 ± 0,01 i temperaturi od 37 °C. 
 
Jedno od mogućih objašnjenja „overshooting― efekta dala je teorija ravnoteţnog 
bubrenja. Na osnovu ove teorije proces bubrenja hidrogelova se moţe izraziti preko Gibsove 
slobodne energije koja je jednaka zbiru doprinosa Gibsovoj energiji koji potiču od 
spontanog mešanja molekula fluida sa polimernim lancima, ΔGm, doprinosa elastične sile 
otpora unutar hidrogela, ΔGel, i doprinosa usled prisustva jonskih grupa, koji se javlja kod 
jonskih hidrogelova, ΔGj 
187
: 
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     ΔG = ΔGm + ΔGel + ΔGj     (10) 
Kod nejonskih hidrogelova, na početku procesa bubrenja broj molekula rastvarača u 
gelu je mali, a njihov doprinos članu ΔGm je značajan jer je to pogonska sila za bubrenje, pa 
se bubrenje odvija normalno. Sa povećanjem broja molekula rastvarača u hidrogelu član 
ΔGm raste, ali se smanjuje mogućnost bubrenja zbog mešanja fluida sa polimernim lancima. 
Kada broj molekula rastvarača dostigne kritičnu vrednost, prestaje bubrenje, a stepen 
bubrenja opada do ravnoteţne vrednosti koja zavisi od člana ΔGel 
187
. 
Objašnjenje bubrenja jonskih hidrogelova je znatno sloţenije zbog uticaja člana ΔGj 
koji zavisi od udela jonskog monomera u hidrogelu i pH vrednosti rastvora.  
Drugo moguće objašnjenje „overshooting― efekta je obrazovanje interpolimernih 
kompleksa izmeĎu monomera koji grade hidrogel preko vodoničnih veza. Stabilnošću ovih 
veza u kiseloj sredini objašnjava se pojava „overshooting― efekta na niţim pH vrednostima, 
a raskidanjem vodoničnih veza njegovo nestajanje na višim pH vrednostima 
187
. 
Na pH 6,80 jonizacija obe karboksilne grupe itakonske kiseline je skoro potpuna 
(pKa vrednosti itakonske kiseline su 3,85 i 5,45 
189
), pa dolazi do raskidanja vodoničnih 
veza. Karboksilatne grupe daju hidrogelu anjonski karakter i tako utiču na stepen bubrenja, 
koji se znatno povećava usled elektrostatičkog odbijanja nastalih COO¯
 
grupa. Osim toga, 
pri jonizaciji COOH grupa dolazi i do porasta hidrofilnosti sistema, jer su COO¯
 
grupe 
hidrofilnije od COOH grupa. Kao posledica ova tri efekta javlja se značajno povećanje 
stepena bubrenja u odnosu na vrednosti dobijene pri bubrenju u rastvoru pH 2,20, pa se na 
osnovu toga moţe zaključiti da su P(NiPAAm/IK) hidrogelovi pH-osetljivi. Razlika u 
stepenu bubrenja na pH 2,2 i 6,80 je najviše izraţena kod uzoraka sa najvećim sadrţajem 
itakonske kiseline, što pokazuje da sa povećanjem sadrţaja IK raste stepen bubrenja. Dalje, 
pri pH 6,80 najveći stepen bubrenja imaju uzorci sa najvećim sadrţajem lipaze (Slike 4.10 a) 
i 4.12 a)). Prisustvo lipaze utiče na stepen bubrenja tako da je kod uzoraka sa većim 
procentom lipaze bubrenje izraţenije, a ravnoteţni stepen bubrenja veći. To se moţe 
objasniti činjenicom da su molekuli lipaze veliki i da pri sintezi ometaju formiranje 
polimerne mreţe u onoj meri u kojoj bi se mreţa bez lipaze formirala, tako da je slobodna 
zapremina u gelu veća, kao i zapremina rastvarača koju gel moţe da upije. 
Razlike u bubrenju su izraţenije kod uzoraka sa 2,0 mas% umreţivača, što ukazuje 
da i stepen umreţenja utiče na kinetiku i stepen bubrenja P(NiPAAm/IK) hidrogelova. To je 
i očekivano jer je zbog veće gustine umreţenja manja fleksibilnost lanaca, kao i slobodna 
zapremina u polimernoj mreţi. 
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4.2.3. Uticaj pH i temperature na bubrenje 
 
U cilju ispitivanja osetljivosti hidrogelova na promenu temperature i pH okolnog 
medijuma, stepen bubrenja u funkciji pH vrednosti okolnog rastvora (u opsegu od 2,20 do 
10,0) na 37 °C, je prikazan na Slici 4.9, a na Slici 4.11 stepen bubrenja u funkciji 
temperature (u opsegu od 5 do 65 °C), na pH 6,80 ± 0,01. TakoĎe, stepen bubrenja u 
funkciji pH vrednosti okolnog rastvora na 37 °C za uzorke sa 20,0 mas% lipaze, je prikazan 
na Slici 4.10, a u funkciji temperature, pH 6,80 ± 0,01, na Slici 4.12.  
Vrednosti za pH, od 2,20 do 10,0 su odabrane tako da pokrivaju pH vrednosti ispod 
i iznad pKa vrednosti itakonske kiseline (pKa1 = 3,85, pKa2 = 5,45). Ravnoteţni stepeni 
bubrenja (qe) prikazani su u Tabeli 4.2 (za uzorke bez lipaze) i u Tabeli 4.3 (za uzorke sa 
lipazom). Kako je temperatura bubrenja (37 ºC) iznad LCST vrednost PNiPAAm-a (32 ºC) 
142
, ova komponenta je kontrahovana u svim uzorcima. Sa Slika 4.9-4.12 se jasno vidi da 
promena pH  i temperature bitno utiču na stepen bubrenja hidrogelova, kako je i 
očekivano. 











































































Slika 4.9. Ravnoteţni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova bez lipaze sa a) 2,0 mas% i b) 
4,0 mas% umreţivača na 37 ºC u puferima različitih pH vrednosti. 
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Slika 4.10. Ravnoteţni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova sa 20,0 mas% lipaze i a) 2,0 
mas% i b) 4,0 mas% umreţivača na 37 ºC u puferima različitih pH vrednosti. 
 
pH osetljivost hidrogelova sa manjim sadrţajem umreţivača, 2,0 mas%, (Slike 4.9 i 
4.10) je jako izraţena, kako kod uzoraka bez lipaze, tako i kod uzoraka sa 20,0 mas% lipaze. 
Uzorci sintetisani sa većim udelom umreţivača (4,0 mas%) imaju manji stepen bubrenja, pa 
je i pH osetljivost ovih hidrogelova slabije izraţena. LCST prelaz se moţe odrediti iz 
prevojne tačke krive bubrenja. Dodatak malog sadrţaja itakonske kiseline u PNiPAAm 
lanac pomera LCST vrednosti usled jonizacije karboksilne grupe. Na Slikama 4.9 i 4.10 se 
moţe zapaziti da dodatak itakonske kiseline pomera fazni prelaz ka višim vrednostima pH, 
kao i da je jasnije izraţen u uzorcima sa većim udelom IK. 















































































Slika 4.11. Ravnoteţni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova bez lipaze sa a) 2,0 mas% i 
b) 4,0 mas% umreţivača na različitim temperaturama u pH = 6,80 ± 0,01. 
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Slika 4.12. Ravnoteţni stepen bubrenja ispitivanih hidrogelova sa 20,0 mas% lipaze i a) 2,0 
mas% i b) 4,0 mas% umreţivača na različitim temperaturama u pH = 6,80 ± 0,01. 
 
Što se tiče temperaturne osetljivosti, vidi se da je mnogo bolje izraţena u uzorcima 
bez lipaze, bez obzira na sadrţaj umreţivača i IK. Kod uzoraka sa 20,0 mas% lipaze 
temperaturna osetljivost stepena bubrenja postoji za oba sadrţaja umreţivača, ali je nešto 
slabije izraţena nego kod uzoraka sintetisanih bez lipaze. To je naročito uočljivo kod 
uzoraka sa većim sadrţajem itakonske kiseline, dok su stepeni bubrenja niţi u slučaju 
uzoraka sintetisanih sa većim udelom umreţivača (4,0 mas%). TakoĎe je očigledno da 
dodatak itakonske kiseline pomera LCST ka višim temperaturama što je i očekivano pri pH 
6,80, i da je opseg faznog prelaza širi u odnosu na fazni prelaz kod homopolimera (Slike 
4.11 i 4.12). 
Na niskim temperaturama (Slika 4.11 i 4.12), ispod LCST PNiPAAm-a, stepena 
bubrenja je veliki što je rezultat dva efekta: vodoničnih veza izmeĎu molekula vode i 
PNiPAAm ostataka u hidrogelovima koji ih čine hidrofilnim, i elektrostatičkog odbijanja 
COO
− 
grupa itakonske kiseline, koje je više izraţeno za uzorke sa većim sadrţajem 
itakonske kiseline. Kako temperatura okruţenja raste iznad LCST vrednosti za PNiPAAm, 
vodonične veze izmeĎu vode i PNiPAAm-a se raskidaju, PNiPAAm komponenta u 
hidrogelovima postaje hidrofobna i kontrahuje se, što sniţava vrednosti za qe. Ovaj efekat je 
najviše izraţen u uzorcima homopolimera. Imajući u vidu da je PNiPAAm-a dominantna 
komponenta u kopolimernim hidrogelovima, od 95,0 do 85,0 mas%, na temperaturama 
iznad LCST ovi hidrogelovi su hidrofobni i apsorbuju manje vode, što je u skladu sa 
podacima iz literature 
3,142,190,191
. 
pH/temperaturna osetljivost P(NiPAAm/IK) hidrogelova se pripisuje uticaju koji 
jonizacija karboksilne grupe (koja zavisi od pH) ima na LCST prelaz PNiPAAm-a (Slika 
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4.12). Sa Slika 4.10 i 4.12 jasno se vidi da promena pH i temperature bitno utiču na stepen 
bubrenja hidrogelova, što je i očekivano.  
 
 
4.3. OdreŤivanje parametara mreţe 
 
Parametri mreţe, zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju, ν2,s (Tabela T2, 
Prilog), molekulska masa polimernih lanaca izmeĎu dve tačke umreţenja, Mc, veličina pora, 
ξ, i parametar interakcije polimer-rastvarač, χ, su odreĎeni primenom teorije ravnoteţnog 
bubrenja. Dobijeni rezultati za hidrogelove bez lipaze su prikazani u Tabeli 4.2. 
 
Tabela 4.2. Ravnoteţni stepen bubrenja, parametri mreţe i parametar interakcije za 
P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa 2,0 i 4,0 mas% umreţivača na 37 ºC. 
Uzorak 
pH = 2,20 ± 0,01 pH = 6,80 ± 0,01 
qe Mc, g/mol ξ, nm χ qe Mc, g/mol ξ, nm χ 
85/15/2/0 1,64 5,19 0,18 0,889 19,8 113,72 1,90 0,518 
90/10/2/0 1,50 3,85 0,15 0,969 15,2 85,82 1,55 0,523 
95/5/2/0 1,62 4,82 0,18 0,900 5,72 30,06 0,67 0,567 
100/0/2/0 1,65 4,19 0,17 0,887 1,44 4,40 0,17 1,022 
85/15/4/0 1,59 5,03 0,17 0,917 13,6 76,91 1,48 0,526 
90/10/4/0 1,68 5,52 0,19 0,873 10,2 56,39 1,10 0,535 
95/5/4/0 1,60 5,19 0,18 0,911 4,10 20,39 0,53 0,600 
100/0/4/0 1,56 4,40 0,19 0,935 1,47 4,61 0,17 0,997 
 
Na osnovu rezultata iz Tabele 4.2 jasno se uočava da postoji velika razlika u 
parametrima mreţe sa promenom sastava hidrogelova i pH vrednosti okolnog rastvora. Pri 
pH vrednosti sredine od 2,20 vrednosti za Mc i veličinu pora su uglavnom slične bez obzira 
na sadrţaj IK unutar serija, što je naročito izraţeno kod uzoraka sa većim sadrţajem 
umreţivača. Vrednosti parametara interakcije polimer-rastvarač su visoke i nema velikih 
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razlika izmeĎu njihovih vrednosti za kopolimere i homopolimere. To je posledica velike 
hidrofobnosti svih uzoraka, što se ogleda i u niskim vrednostima za stepen bubrenja.  
Pri pH vrednosti 6,80 je situacija drugačija. Veličina pora i Mc su znatno veće u 
poreĎenju sa vrednostima u puferu pH vrednosti 2,20 i rastu sa porastom sadrţaja itakonske 
kiseline, što je objašnjeno u poglavlju o bubrenju (Poglavlje 4.2.1.). Dalje, uočeno je da su 
vrednosti za parametar interakcije polimer-rastvarač u svim slučajevima znatno niţe u 
poreĎenju sa vrednostima dobijenim u puferu pH vrednosti 2,20, što ukazuje da je stepen 
bubrenja hidrogelova veći. TakoĎe, vrednosti χ su mnogo veće za homopolimere nego za 
kopolimerne hidrogelove zbog hidrofobnog karaktera PNiPAAm-a. Parametar interakcije 
polimer-rastvarač opada kako raste sadrţaj itakonske kiseline. 
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Slika 4.13. Ravnoteţni stepen bubrenja za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0 























































































 pH = 2,20
























































































 pH = 2,20
 pH = 6,80
2,0 mas% CRL
 
Slika 4.14. Veličina pora za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0 mas% umreţivača 
i različitim sadrţajem CRL na pH = 2,20 ± 0,01 i 6,80 ± 0,01. 
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 pH = 2,20
 pH = 6,802,0 mas% CRL
 
Slika 4.15. Parametar interakcije polimer-rastvarač za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 
i b) 4,0 mas% umreţivača na pH = 2,20 ± 0,01 i 6,80 ± 0,01. 
 
Na osnovu rezultata sa Slike 4.15 moţe se zaključiti da porast sadrţaja lipaze slabi 
interakcije polimer-rastvarač za uzorke sa 2,0, 5,0 i 10,0 mas% lipaze. Uzorci sa 20,0 mas% 
lipaze imaju veće vrednosti parametra interakcije. Najmanje vrednosti parametra interakcije 
imaju uzorci homopolimera, u okviru serija sa istim sadrţajem enzima. Kao što se i očekuje, 
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 pH = 2,20
 pH = 6,80
2,0 mas% CRL
 
Slika 4.16. Molekulska masa polimernih lanaca izmeĎu dve tačke umreţenja za 
P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa a) 2,0 i b) 4,0 mas% umreţivača na pH = 2,20 ± 0,01 i 6,80 
± 0,01. 
 
U puferu pH vrednosti 2,20, vrednosti za zapreminski udeo polimera u nabubrelom 
stanju rastu sa porastom sadrţaja lipaze i umreţivača u svim uzorcima. Sa porastom sadţaja 
itakonske kiseline v2,s se smanjuje, osim za homopolimerne uzorke, što je i očekivano 
(Tabela T2, Prilog). 
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Prikazani rezultati na Slikama 4.13-4.16 pokazuju da je uticaj lipaze na ponašanje 
hidrogelova u puferima pH vrednosti 6,80 kompleksan. Sa promenom sadrţaja lipaze Mc 
vrednosti se menjaju u skladu sa bubrenjem, kao posledica uticaja veličine molekula lipaze 
na strukturu hidrogela. Glomazan, globularan molekul lipaze se ponaša kao fizička smetnja 
pravilnom formiranju mreţe što dovodi do formiranja većih pora unutar mreţe tokom 
procesa polimerizacije i/ili umreţavanja. TakoĎe, sa porastom sadrţaja kiseline Mc raste za 
uzorke sa istim sadrţajem lipaze, što je u skladu sa rezultatima bubrenja. Razlike u χ usled 
promena u sadrţaju lipaze su praktično zanemarive za sve kopolimere (STD  3%). 
Parametar interakcije polimer-rastvarač opada kako raste sadrţaj itakonske kiseline. 
PoreĎenjem rezultata parametara mreţe na pH 2,20 i 6,80 vidi se da su Mc vrednosti 
svih kopolimera značajno veće na višim pH vrednostima. Za homopolimere rezultat je 
suprotan. To pokazuje uticaj strukture i sastava nosača, odnosno njegovog naelektrisanja, na 
vrednosti za Mc 
8
. Kao rezultat, vrednosti veličine pora kopolimera na višim pH vrednostima 
su jako velike, dok za homopolimere vaţi suprotno. Ovi rezultati su takoĎe potvrĎeni i preko 
parametra interakcije polimer-rastvarač čije vrednosti su za kopolimerne hidrogelove niţe 
pri pH vrednosti 6,80, dok za homopolimerne hidrogelove vaţi suprotno. 
U Tabeli 4.3 je prikazan uticaj temperature na veličinu pora. Veličina pora 
PNiPAAm hidrogela se smanjuje sa porastom temperature od 5 °C do 65 ºC. Kako 
temperatura raste iznad LCST, PNiPAAm mreţa se kontrahuje, a hidrofobne interakcije 
preovlaĎuju i smanjuju veličinu pora.  
 






(2,0 mas% umreživača) 
 nm 
(4,0 mas% umreživača) 
85/15 90/10 95/5 100/0 85/15 90/10 95/5 100/0 
5 2,84 3,11 2,69 2,15 2,61 2,01 1,91 1,79 
25 2,68 2,61 1,95 1,40 2,34 1,46 1,23 0,92 
30 2,58 2,26 1,48 0,51 2,31 1,44 0,80 0,44 
37 2,44 2,05 1,10 0,20 2,27 1,22 0,73 0,16 
42 1,99 1,38 0,69 0,14 1,59 0,64 0,36 0,16 
65 0,45 0,36 0,20 0,12 0,95 0,63 0,27 0,14 
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Prema veličini pora, svi hidrogelovi su podeljeni u nekoliko kategorija: 
mikroporozni, makroporozni, neporozni i superporozni 
1
. Hidrogelovi sintetisani u ovom 
radu pripadaju grupi neporoznih hidrogelova (od 1 do 100 nm). 
 
 
4.4. SEM analiza 
 
Slika 4.17 prikazuje morfologiju P(NiPAAm/IK) kopolimernih hidrogelova bez 
lipaze. Očigledno je da hidrogelovi imaju poroznu strukturu i da veličina pora zavisi od 
sastava hidrogela. Uticaj umreţivača se moţe videti na Slici 4.17 a) koja prikazuje 
morfologiju uzoraka sa istim sadrţajem monomera. TakoĎe, jasno se vidi i da dodatak 
itakonske kiseline utiče na veličinu pora sintetisanih hidrogelova jer su veće pore uočene za 
uzorke sa većim sadrţajem kiseline a istog sadrţaja umreţivača (Slika 4.17 b)). 
a) 
     
b) 
     
Slika 4.17. SEM mikrografije hidrogelova a) 90/10/2/0 (levo) i 90/10/4/0 (desno); b) 
85/15/2/0 (levo) i 100/0/2/0 (desno) bubrenih do ravnoteţe u pH 6,80 ± 0,01 na 37 ºC (‗bar‘ 
500 μm, 70 x). 
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Slika 4.18 prikazuje morfologiju P(NiPAAm/IK) (90/10) kopolimernih hidrogelova 
sa lipazom, i to: 90/10/2/2 (Slika 4.18 a), levo), 90/10/2/20 (Slika 4.18 a), desno), 90/10/4/2 
(Slika 4.18 b), levo) i 90/10/4/20 (Slika 4.18 b), desno) kod kojih se takoĎe vidi jasna razlika 
u veličini pora izmeĎu uzoraka sa različitim stepenom umreţenja (90/10/2/2 i 90/10/4/2). 
Razlika se javlja i izmeĎu uzoraka koji imaju isti odnos komonomera i sadrţaj umreţivača, a 
različit sadrţaj lipaze (90/10/2/2 i 90/10/2/20, odnosno 90/10/4/2 i 90/10/4/20). Hidrogelovi 
koji sadrţe lipazu imaju veće pore, u odnosu na hidrogelove bez lipaze, što se jasno vidi ako 
se porede Slike 4.18-4.20 sa Slikom 4.17. Najveće pore su uočene kod uzorka sa niţim 
stepenom umreţenja (2,0 mas%) i većim sadrţajem lipaze (20,0 mas%), što je u skladu sa 




     
b) 
     
Slika 4.18. SEM mikrografije kopolimernih hidrogelova a) 90/10/2/2 (levo) i 90/10/2/20 
(desno); i b) 90/10/4/2 (levo) i 90/10/4/20 (desno), bubreni do ravnoteţe u pH 6,80 ± 0,01 na 
37 ºC (‗bar‘ 500 μm, 70 x). 
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Dalje, Slike 4.19 a) i b) prikazuju morfologiju P(NiPAAm/IK) kopolimernih 
hidrogelova sa istim sadrţajem lipaze (20,0 mas%) i sadrţajem umreţivača (4,0 mas%), ali 
sa različitim sadrţajem itakonske kiseline od 0,0 i 15,0 mas% IK bubrenih do ravnoteţe u 
pH 6,80.  
     
a)      b)  
Slika 4.19. SEM mikrografije hidrogelova sa 4,0 mas% umreţivača, 20,0 mas% lipaze i a) 
15,0 mas% IK (85/15/4/20) i b) 0,0 mas% IK (100/0/4/20) bubrenih do ravnoteţe u pH 6,80 
± 0,01 na 37 ºC (‗bar‘ 1mm, 70 x).  
 
Slike 4.20 a) i b) prikazuju morfologiju P(NiPAAm/IK) kopolimernih hidrogelova sa 
10,0 mas% IK, 20,0 mas% lipaze i sa različitim sadrţajem umreţivača (2,0 i 4,0 mas%) 
uzoraka bubrenih pri pH 6,80.  
  
a)       b)  
Slika 4.20. SEM mikrografije hidrogelova sa 10,0 mas% IK, 20,0 mas% lipaze i a) 2,0 
mas% (90/10/2/20) i b) 4,0 mas% (90/10/4/20) umreţivača bubrenih do ravnoteţe u pH 6,80 
± 0,01 na 37 ºC (‗bar‘ 1 mm, 70 x). 
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4.5. Mehaniţka svojstva hidrogelova 
 
Mehanička svojstva hidrogelova, odnosno zavisnost modula sačuvane energije (G′) u 
funkciji ugaone brzine, su prikazana na Slici 4.21 (uzorci bez lipaze) i Slici 4.22 (uzorci sa 
lipazom). Merenja su izvedena na 37 °C nakon bubrenja hidrogelova u puferu pH vrednosti 
6,80 ± 0,01. Cilj je bio da se ispita ponašanje hidrogelova u uslovima koji preovlaĎuju u 
donjem delu GI trakta, odnosno njihova mehanička svojstva u potencijalnim radnim 
uslovima. TakoĎe, pri pH vrednosti od 6,80 obe karboksilne grupe iz kiseline su jonizovane, 
pa je i bubrenje više izraţeno, što utiče na krajnja mehanička svojstva hidrogela. Iz 
prikazanih rezultata je utvrĎeno da odnos komonomera, kao i koncentracija umreţivača, 
utiče na mehanička svojstva hidrogelova. Kao što se očekuje, sa porastom stepena 
umreţenja formira se jača mreţa pa su bolja mehanička svojstva, ali se smanjuje sposobnost 
upijanja okolnog fluida.  
Sa porastom stepena umreţenja od 2,0 do 4,0 mas%, mehanička svojstva hidrogelova 
se poboljšavaju, što se jasno vidi na Slikama 4.21 i 4.22. Modul sačuvane energije opada 
kako raste sadrţaj itakonske kiseline u početnoj reakcionoj smeši, dajući slabija mehanička 
svojstva hidrogelovima. Veće vrednosti modula sačuvane energije su dobijene kod 










































Slika 4.21. Modul sačuvane energije, G′ u funkciji ugaone brzine za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove različitog sastava sa a) 2,0 mas% i b) 4,0 mas% umreţivača, bubrenih do 
ravnoteţe u pH 6,80 ± 0,01 na 37 °C. 
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Sa Slike 4.21 se moţe zaključiti da je uticaj sadrţaja umreţivača i itakonske 
kiseline dosta izraţen. Najveći modul sačuvane energije ima uzorak koji ne sadrţi 
itakonsku kiselinu, a najmanji uzorak sa najvećim sadrţajem itakonske kiseline, što je u 
skladu sa rezultatima bubrenja (Slika 4.3, 4.22 c) i d)). Modul sačuvane energije, G ', je 
nezavistan od ugaone brzine za sve uzorke.  
Moduli sačuvane energije, u funkciji ugaone brzine hidrogelova sa 10,0 mas% 
itakonske kiseline i različitim sadrţajem lipaze su prikazani na Slici 4.22 a) i b). Na Slici 
4.22 c) i d) prikazana je zavisnost modula sačuvane energije u funkciji ugaone brzine 
hidrogelova sa različitim sastavom komonomera i stepena umreţenja, a istim sadrţajem 
lipaze imobilisane „in situ― polimerizacijom. Sa ovih slika se vidi da sastav komonomera, 
koncentracija umreţivača, kao i sadrţaj lipaze, imaju znatan uticaj na mehanička svojstva 
svih uzoraka. U slučaju kada je lipaza ‖in situ‖ imobilisana u hidrogelove veća gustina 
umreţenja daje jači hidrogel, ali niţi stepen bubrenja, pa je smanjena mogućnost difuzije 
supstrata i proizvoda reakcije. Poţeljno je postići optimalni sadrţaj umreţivača, odnosno 
onu koncentraciju umreţivača koja će obezbediti dobru jačinu hidrogela i da molekuli 
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Slika 4.22. Modul sačuvane energije, G′ u funkciji ugaone brzine za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove (a) 90/10/2 i (b) 90/10/4 sa različitim sadrţajem lipaze; (c) sa 2,0 mas% i (d) 4,0 
mas% umreţivača i 20 mas% lipaze, bubreni do ravnoteţe u pH 6,80 ± 0,01 na 37 °C. 
 
Sa Slike 4.22 se moţe zaključiti da je uticaj umreţivača i lipaze na mehanička 
svojstva hidrogelova izraţeniji nego uticaj itakonske kiseline. Porast sadrţaja lipaze ima 
suprotan efekat od porasta stepena umreţenja što znači da smanjuje vrednost modula 
sačuvane energije (Slika 4.22 a) i b)). To sugeriše da lipaza ima značajan uticaj na strukturu 
i mehanička svojstva hidrogela. Struktura hidrogelova bez lipaze je kompaktnija od 
strukture hidrogelova sa lipazom, što je potvrĎeno i rezultatima bubrenja, i u saglasnosti je 





4.6. AFM analiza 
 
Slike 4.23-4.28 prikazuju AFM topografije površine uzoraka dimenzija (5,0 x 5,0) 
μm
2
, i to: (Slika 4.23) 85/15/2/20, (Slika 4.24) 90/10/2/0, (Slika 4.25) 90/10/2/20, (Slika 
4.26) 90/10/4/20, (Slika 4.27) 95/5/2/20 i (Slika 4.28) 100/0/2/20 na sobnoj temperaturi, pod 
„suvim― uslovima. Iz AFM slika je dobijena visina ispupčenja koja varira od 43 nm do 0,73 
μm što ukazuje na postojanje regiona sa visokom gustinom polimera. Na Slikama 4.23-4.28 
prikazana je površina uzoraka (3D i 2D), kao i hrapavost površine za ispitivane uzorke. 
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AFM analiza je pokazala da površina homo- i kopolimernih hidrogelova ima 
konkavno-konveksnu strukturu na šta ukazuju tamna i svetla polja na Slikama 4.23 b) - 4.28 
b). PoreĎenjem Slika 4.23 c) - 4.28 c) vidi se da dodatak IK/MBA/CRL utiče na površinu 
ispitivanih uzoraka. Analizom prikazanih topografija uočeni su regioni sa maksimalnom 
visinom od 730 nm i prosečnom hrapavošću od 8,7 nm. TakoĎe, utvrĎeno je da postoje 
defekti sa maksimalnom deformacijom od 32 nm, dobijenom za uzorak 90/10/2/20. 
Na homogenost površine hidrogelova značajno utiče sadrţaj umreţivača, kao i lipaze 
za uzorke sa „in situ― imobilisanom lipazom. Najveću homogenost površine ima uzorak bez 
lipaze, kao što se i očekivalo na osnovu rezultata bubrenja i SEM analize. Površina 
homopolimernog gela sa lipazom, 100/0/2/20, je homogenija u odnosu na kopolimerne 
hidrogelove, što se vidi iz niskih vrednosti za hrapavost površine od 2,7 nm (Slike 4.23 -
4.28) u odnosu na druge uzorke sa lipazom. Kod ostalih uzoraka sa imobilisanom lipazom 
homogenost površine se smanjuje sa porastom sadrţaja lipaze, što je i očekivano.  
Vreme polimerizacije je bilo isto za sve uzorke, tako da nije uticalo na heterogenost 
površine sintetisanih uzoraka. Blagi porast hrapavosti površine je uočen sa porastom 
sadrţaja itakonske kiseline (do 10 mas%), u iznosu od 3,7 nm do 8,7 nm, dok se smanjuje sa 
porastom sadrţaja umreţivača (od 8,7 nm do 2,4 nm) (Slike 4.25 i 4.26). Vrednosti 
hrapavosti površine za sve uzorke su prikazane u Tabeli 4.4. 
 
Tabela 4.4. Srednja vrednost hrapavosti površine P(NiPAAm/IK) hidrogelova. 








Sa porastom sadrţaja lipaze u uzorku razlika u hrapavosti površine postaje izraţenija, 
i za uzorke 90/10/2/0 i 90/10/2/20 iznosi 0,52 i 8,7 nm, redom (Slike 4.24 i 4.25). To govori 
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da dodatak MBA poboljšava homogenost površine, dok dodatak lipaze značajno utiče na 
njeno smanjenje.   
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U ovom poglavlju je prikazana karakterizacija P(NiPAAm/IK) kopolimernih 
hidrogelova bez i sa umetnutom lipazom iz Candida rugosa. Hidrogelovi su karakterisani 
odreĎivanjem stepena bubrenja, ispitivanjem morfologije, mehaničkih svojstava, kao i FT-
IR i AFM analizom. FT-IR analizom je potvrĎeno da je uspešno izvedena imobilizacija 
lipaze iz Candida rugosa na P(NiPAAm/IK) hidrogelove i da umetanje lipaze utiče na 
fizičko-hemijske karakteristike sintetisanog hidrogela. UtvrĎeno je da na stepen bubrenja 
utiče sadrţaj itakonske kiseline, stepen umreţenja, prisustvo lipaze, kao i pH vrednost 
okolnog medijuma. Sa porastom sadrţaja kiseline i lipaze se povećava stepen bubrenja, ali 
se smanjuje mehanička jačina hidrogela. TakoĎe, utvrĎeno je da pri bubrenju na pH 2,20 
dolazi do pojave „overshooting― efekta. 
Imobilizacija lipaze iz Candida rugosa je izvedena na dva načina (Metoda I i II). 
Zaključeno je da prisustvo lipaze u reakcionoj smeši u maloj meri ometa reakciju 
polimerizacije/umreţavanja. Vezivanje lipaze zavisi od metode po kojoj se izvodi 
imobilizacija, početne koncentracije lipaze, sastava hidrogelova i stepena umreţenja. 















Poglavlje 5. Aktivnost lipaze imobilisane u P(NiPAAm/IK) hidrogelove 
__________________________________________________________________________ 
















5. Aktivnost lipaze imobilisane u hidrogelove N-izopropilakrilamida i itakonske 
kiseline  
 
Izvedena je imobilizacija lipaze u P(NiPAAm/IK) hidrogelove umetanjem enzima u 
hidrogelove na dva načina. Prvi način je „in situ― imobilizacija enzima u hidrogelove kada je 
enzim dodat u reakcionu smešu, a zatim je izvedena reakcija polimerizacije/umreţavanja 
(Metoda I), a drugi način je imobilizacija enzima u prethodno sintetisane hidrogelove, 
bubrenjem kserogelova u rastvorima lipaze odgovarajuće koncentracije, pH vrednosti i 
temperature (Metoda II). Nakon izvedene imobilizacije odreĎena je aktivnost lipaze. 
Rezultati su zatim uporeĎeni da bi se izabrala bolja metoda imobilizacije.  
Prinos aktivnosti imobilisane lipaze je odreĎen za sve sintetisane uzorke, pri čemu je 
praćen uticaj sastava hidrogelova i sadrţaja lipaze. Hidrogel je termostatiran sa supstratom 
na temperaturi od 37 °C i pri pH = 7,77 tokom 3 h (standardna Sigma procedura). Nakon 
toga je reakcija prekinuta dodatkom metanola u kome je rastvoren fenolftalein. Zatim je 
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5.1. Metoda I – „In situ“ imobilizacija lipaze 
 
U cilju ispitivanja uticaja vremena reakcije na prinos aktivnosti imobilisane lipaze, 
vreme termostatiranja uzoraka zajedno sa supstratom je bilo 45, 100, odnosno 180 minuta. 
Dobijeni rezultati za sve ispitivane uzorke su prikazani na Slikama 5.1-5.3. 
 































































































Slika 5.1. Prosečna specifična aktivnost lipaze imobilisane u P(NiPAAm/IK) hidrogelove za 
različito vreme trajanja reakcije. 
 
Za primenu imobilisane lipaze kao katalizatora veoma je bitno ne doĎe do otpuštanja 
lipaze iz hidrogela nakon imobilizacije. MeĎutim, ako doĎe do otpuštanja, takoĎe je bitno da 
ona zadrţi deo svoje aktivnosti u uslovima koji vladaju u okolnom medijumu, pa je u tom 
cilju uraĎeno i ispitivanje aktivnosti otpuštene lipaze. Vrednosti za specifičnu aktivnost 
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Slika 5.2. Specifična aktivnost lipaze iz filtrata, nakon otpuštanja iz P(NiPAAm/IK) 
hidrogelova, za različito vreme trajanja reakcije. 
 

































































Slika 5.3. Prinos aktivnosti lipaze imobilisane u P(NiPAAm/IK) hidrogelove za različito 
vreme trajanja reakcije. 
 
Jasno se uočava uticaj vremena na sve tri ispitane veličine, tj. da sa povećanjem 
vremena raste i aktivnost imobilisane lipaze. Usvojeno vreme odigravanja reakcije je 180 
minuta, što ujedno predstavlja i standardnu proceduru. 
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Prinos aktivnosti raste sa povećanjem udela itakonske kiseline u hidrogelovima. 
Hidrogel bez itakonske kiseline ima najniţi prinos aktivnosti, a najveći hidrogel sa najviše 
itakonske kiseline. Jedno od objašnjenja moţe biti da dodatak itakonske kiseline utiče na 
porast broja grupa na nosaču sposobnih da veţu lipazu. TakoĎe, u slučaju Metode I, pH 
vrednost reakcione smeše pre otpočinjanja reakcije polimerizacije/umreţavanja je veoma 
slično vrednosti izoelektrične tačke za lipazu iz Candida rugosa. Poredeći uzorke sa istim 
sadrţajem lipaze očigledno je da lipaza u uzorku 100/0/4 zadrţava najmanji stepen svoje 
aktivnosti. Najbolju aktivnost pokazuju uzorci sa 20,0 mas% lipaze kod kojih je uočeno da 
porast sadrţaja itakonske kiseline utiče na porast prinosa aktivnosti lipaze do vrednosti od 
oko 35 % (za vreme trajanja reakcije od 3 h).  
 
 
5.2. Enzimska svojstva imobilisane lipaze  
 
U okviru dalje karakterizacije sistema na bazi hidrogelova P(NiPAAm/IK) sa 
imobilisanom CRL, ispitani su masa ugraĎenog enzima, specifična aktivnost, kao i 
temperaturni i pH optimum kao vrlo vaţni podaci za dizajn imobilisanih sistema za 
industrijsku primenu, a dobijeni rezultati su prikazani na Slikama 5.4-5.6. 
 
 
5.2.1. Uticaj poţetne koncentracije lipaze na masu i specifiţnu aktivnost imobilisanog 
enzima 
 
Na Slikama 5.4 i 5.5 prikazan je uticaj koncentracije lipaze u rastvoru na masu i 
specifičnu aktivnost imobilisane lipaze. Masa imobilisanog enzima raste proporcionalno sa 
porastom koncentracije lipaze u početnoj smeši. Više lipaze se ugradi u hidrogelove s niţom 
koncentracijom umreţivača (2,0 mas%) usled postojanja većih pora unutar mreţe, što je 
očekivano. 
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Koncentracija lipaze u pocetnoj smeši

































































Slika 5.4. Uticaj koncentracije lipaze u reakcionoj smeši za polimerizaciju na masu 
imobilisane lipaze i njenu specifičnu aktivnost za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa 2,0 mas% 
MBA (Masa imobilisane lipaze je prikazana isprekidanom linijom: □: 100/0, ○: 95/5,: 
∆90/10, ◊: 85/15). 






Koncentracija lipaze u pocetnoj smeši

































































Slika 5.5. Uticaj koncentracije lipaze u reakcionoj smeši za polimerizaciju na masu 
imobilisane lipaze i njenu specifičnu aktivnost za P(NiPAAm/IK) hidrogelove sa 4,0 mas% 
MBA (Masa imobilisane lipaze je prikazana isprekidanom linijom: □: 100/0, ○: 95/5,: 
∆90/10, ◊: 85/15). 
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 Aktivnost imobilisanih sistema raste sa povećanjem sadrţaja IK, što je posledica 
interakcija izmeĎu lipaze i hidrogela, kao i različite veličine pora u gelu, pa su najveće 
vrednosti specifične aktivnosti dobijene za hidrogelove 85/15 sa 2,0 mas% MBA i 20,0 
mas% lipaze. Imobilizacijom lipaza gubi značajan deo svoje aktivnosti. Uzorak 85/15/2/20 
ima najveću specifičnu aktivnost od 38,3 IU/g pri ugradnji enzima od 196,1 mg/g nosača, 
što predstavlja 48 % od specifične aktivnosti slobodne lipaze. Na Slikama 5.4 i 5.5 je 
prikazano kako u slučaju uzorka P(NiPAAm/IK) 85/15 specifična aktivnost stalno raste sa 
povećanjem koncentracije lipaze. Za sve druge sastave hidrogelova specifična aktivnost 
raste sa porastom sadrţaja lipaze sve dok se ne dostigne optimalna vrednost sadrţaja lipaze 
za dati sastav hidrogela, nakon čega je konstantan ili opada. Iz literature je poznato da se 
katalitička efikasnost imobilisanih sistema smanjuje kada vrednost imobilisanog enzima 
dostigne odreĎenu kritičnu vrednost 
192
. Dakle, trebalo bi izabrati optimalnu masu 
imobilisanog enzima. Homopolimeri imaju najniţu specifičnu aktivnost, oko 5 IU/g, , tj. oko 
6 % specifične aktivnosti odreĎene za slobodnu lipazu.  
 
 
5.2.2. pH i temperaturni optimum lipaze imobilisane Metodom I 
 
S obzirom da su pokazali najveću aktivnost lipaze nakon imobilizacije, uzorci sa 




5.2.2.1. Uticaj temperature na prinos aktivnosti biokatalizatora  
 
Temperaturni optimum predstavlja temperaturu na kojoj je prinos aktivnosti najveći. 
Ispitivanja su izvedena na šest različitih temperatura: 5, 25, 32, 37, 42 i 65 °C sa 
hidrogelovima različitog sadrţaja itakonske kiseline i stepena umreţenja, dok je sadrţaj 
lipaze u svim uzorcima bio 20,0 mas%. Za svaku temperaturu je odreĎena aktivnost 
imobilisane lipaze, a dobijeni rezultati su prikazani na Slici 5.6. 
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Slika 5.6. Aktivnost imobilisane lipaze u funkciji temperature za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove sa a) 2,0 mas%, b) 4,0 mas% umreţivača i c) za uzorke 90/10/2/20, 90/10/4/20. 
Radi poreĎenja prikazana je i aktivnost slobodne lipaze. 
 
Uočeno je da aktivnost lipaze raste do odreĎene temperature, a zatim opada. 
Temperatura na kojoj se javlja maksimalna aktivnost za sve ispitivane hidrogelove se kreće 
od 32 ºC (za homopolimerni hidrogel) do 42 °C (za hidrogelove sa 5,0 mas% itakonske 
kiseline), dok se za slobodnu lipazu maksimalna aktivnost javlja oko 40 °C. 
Za sve hidrogelove krive relativne aktivnosti u funkciji temperature za imobilisanu 
lipazu su šire nego krive za slobodnu lipazu. To je verovatno posledica očuvanja aktivnosti 
lipaze zahvaljujući stabilizaciji molekula lipaze imobilizacijom. Dalje, maksimum je malo 
pomeren ka niţim temperaturama 
193
 (Slike 5.6 a) i b)) što ukazuje na strukturne promene u 
enzimu, višestruke jonske interakcije, koje utiču na porast aktivacione energije enzima i 
zauzimanje konformacije pogodne za interakciju sa supstratom (kao posledica naelektrisanja 
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. TakoĎe, šire krive za temperaturni optimum su dobijene za uzorak sa niţim 
sadrţajem MBA (Slika 5.6 c)).  
 
 
5.2.2.2. Uticaj pH na prinos aktivnosti biokatalizatora  
 
pH optimum je vrednost pH rastvora na kojoj je prinos aktivnosti enzima najveći. 
Ispitivano je ponašanje P(NiPAAm/IK) hidrogelova sa 2,0 i 4,0 mas% MBA i 20,0 mas% 
lipaze. Uzorci su pomešani sa supstratom i ostavljeni u rastvorima različitih pH vrednosti: 4, 
5, 6, 7, 8, 9 i 10, na temperaturi od 37 °C. Posle 3 h, reakcija je prekinuta dodatkom 10 mL 
metanola u kome je rastvoren fenolftalein. Zatim je izvedena titracija 0,1 M rastvorom 
NaOH do promene boje, a rezultati su prikazani na Slici 5.7. 
 




































































































Slika 5.7. Aktivnost imobilisane lipaze u funkciji pH vrednosti rastvora za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove sa a) 2,0 mas%, b) 4,0 mas% umreţivača i c) 90/10/2/20, 90/10/4/20. Radi 
poreĎenja prikazana je i aktivnost slobodne lipaze. 
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Slika 5.7 prikazuje pH profil svih uzoraka sa 20,0 mas% lipaze, kao i slobodne 
lipaze. Sa grafika se vidi da aktivnost imobilisane lipaze dostiţe maksimalne vrednosti 
izmeĎu pH 7,0 i 8,0, a zatim naglo opada za sve uzorke. Sa povećanjem pH iznad optimalne 
vrednosti dolazi do konformacionih i strukturnih promena u enzimu koje dovode do 
smanjenja njegovog afiniteta ka supstratu, čime se aktivnost enzima smanjuje 
196,197
. Uzorak 
bez itakonske kiseline ima najmanju vrednost aktivnosti i njegov pH optimum je pomeren na 
pH 7, dok uzorak sa najvećim sadrţajem itakonske kiseline ima najveću aktivnost. 
Optimalna pH vrednost je oko pH 7,5 za sve ispitivane uzorke koji sadrţe itakonsku 
kiselinu, dok se pH optimum za slobodan enzim dostiţe pri pH 7,0, što je u skladu sa 
rezultatima iz literature 
198-200
. 
Iz prikazanih rezultata je utvrĎeno da se pH optimum lipaze pri imobilizaciji pomera 
za 1,0 ka alkalnoj oblasti bez obzira na sastav hidrogelova. Karboksilne grupe u IK 
prouzrokuju smanjenje pH u mikrookruţenju lipaze u hidrogelu, pa je lipaza izloţena niţoj 
pH vrednosti od one eksperimentalno utvrĎene u početnoj reakcionoj smeši, usled čega se 
pH optimum pomera ka višim vrednostima 
195
. 
Osim toga, pH profil imobilisane lipaze je širi od pH profila slobodne lipaze, što 
ukazuje da je imobilizacijom poboljšana pH stabilnost lipaze. Poboljšana pH stabilnost je 
najverovatnije posledica stabilizacije molekula lipaze usled uspostavljanja jonskih 
interakcija lipaze sa nosačem 
195,201
. Zbog toga svi kopolimerni hidrogelovi pokazuju sličan, 
široki pH profil, osim homopolimera (100/0/2/20 i 100/0/4/20) koji pokazuju nešto uţi 
profil, posebno pri alkalnim pH vrednostima. Najbolja enzimska aktivnost je utvrĎena za 
hidrogelove sa najvišim sadrţajem itakonske kiseline (85/15/2/20 i 85/15/4/20). Prema 
literaturi, nakon imobilizacije CRL na P(NiPAAm/IK) hidrogelove različitog sastava, pH 
optimum biokatalizatora moţe postati veći od onog kod slobodne lipaze 
202,203
, što zavisi od 
načina imobilizacije, kao i od strukture i naelektrisanja matrice. 
 
 
5.3. Metoda II – Imobilizacije lipaze bubrenjem 
 
Praćen je uticaj temperature, pH i koncentracije lipaze u rastvoru na masu i aktivnost 
imobilisane lipaze, a dobijeni rezultati su prikazani u Tabelama 5.1-5.3, redom. Na osnovu 
prethodnih istraţivanja usvojeno optimalno vreme voĎenja reakcije bilo je 3 h. 
Prethodno sintetisani hidrogelovi (kserogelovi) bez enzima ostavljeni su da bubre u 
rastvoru pH vrednosti 7,00 ± 0,01 i koncentracije enzima 1,0 mgenz/mL rastvora, na 
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različitim temperaturama: 5, 25 i 37 °C. Da bi se osiguralo maksimalno moguće vezivanje 
enzima za nosač uzorci su ostavljeni da bubre u rastvorima do ravnoteţe. 
 
Tabela 5.1. Uticaj temperature na aktivnost lipaze nakon imobilizacije po Metodi II 
(bubrenje kserogelova u rastvoru lipaze koncentracije 1,0 mgenz/mL pufera pH 7,00 ± 0,01. 
Uzorak 
t = 5 °C t = 25 °C t = 37 °C 
IU/gspraš. 
kserogela 
IU/mgenz Y, % 
IU/gspraš. 
kserogela 
IU/mgenz Y, % 
IU/gspraš. 
kserogela 
IU/mgenz Y, % 
85/15/2/0 34,20 0,171 28,5 30,60 0,153 25,5 21,20 0,106 17,7 
90/10/2/0 29,40 0,147 24,2 25,80 0,129 21,5 10,60 0,053 8,8 
95/5/2/0 24,20 0,121 20,7 16,20 0,081 13,5 5,20 0,026 4,3 
100/0/2/0 23,60 0,118 19,7 10,80 0,054 9,0 2,00 0,010 1,7 
85/15/4/0 31,40 0,157 26,2 24,80 0,124 20,7 15,60 0,078 13,0 
90/10/4/0 28,60 0,143 23,8 17,20 0,086 14,3 8,20 0,041 6,8 
95/5/4/0 21,20 0,106 17,7 10,80 0,054 9,0 3,60 0,018 3,0 
100/04/0 9,80 0,049 8,2 5,40 0,027 4,5 0,60 0,003 0,5 
 
Vrednosti iz Tabele 5.1 pokazuju da najveći procenat specifične aktivnosti i prinosa 
aktivnosti pokazuje uzorak sa najvećim sadrţajem itakonske kiseline (15,0 mas%) i manjeg 
sadrţaja umreţivača (2,0 mas%). TakoĎe, sniţavanje temperature na kojoj se izvodi reakcija 
umetanja lipaze u hidrogelove utiče na porast ovih vrednosti, koje su najveće na temperaturi 
umetanja od 5 °C (verovatno kao posledica povećanog bubrenja hidrogelova na 5 °C i 
mogućnosti lakšeg umetanja lipaze u hidrogel). Na osnovu ranije ispitanih mehaničkih 
karakteristika hidrogelova pokazano je da je uzorak sa najvećim sadrţajem itakonske 
kiseline pokazao nešto slabija mehanička svojstva. TakoĎe, na osnovu rezultata prinosa 
aktivnosti i kinetike otpuštanja imobilisane lipaze Metodom II (Tabela 5.1) i poreĎenjem sa 
rezultatima dobijenim imobilizacijom lipaze Metodom I (Poglavlje 5.1), kao najbolji 
izabrani su: 
 Uzorak 90/10/2/0 za ispitivanje mogućnosti primene dobijenog biokatalizatora u 
reakcijama sinteze estra. 
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 Uzorci 95/5/2/0 i 95/5/4/0 za ispitivanje mogućnosti primene hidrogelova za 
kontrolisano otpuštanje terapeutskih proteina. 
Na osnovu rezultata iz Tabele 5.1, i prinosa aktivnosti, usvojena je optimalna 
temperatura od 5 °C za dalji rad. Nakon toga ispitano je bubrenje uzoraka u puferima 
različitih pH vrednosti (pH 6,00 ± 0,01, 8,00 ± 0,01 i 9,00± 0,01). Cilj je bio da se naĎe 
optimalna pH vrednost rastvora pufera, gde je prinos aktivnosti najbolji, a što je vaţno za 
potencijalnu primenu kao biokatalizatora u reakcijama esterifikacije. TakoĎe, cilj je bio i 
optimizacija kinetike otpuštanja proteina iz hidrogelova odreĎenih sastava. U tu svrhu je 
ispitana i mogućnost otpuštanja lipaze iz hidrogelova odreĎivanjem aktivnosti filtrata, 
odnosno, aktivnosti otpuštene lipaze iz hidrogelova. 
 
Tabela 5.2. Uticaj pH rastvora na aktivnost imobilisane lipaze nakon imobilizacije po 
Metodi II (bubrenje kserogelova na 5 ºC u rastvoru lipaze koncentracije 1,0 mgenz/mL pufera 





IU/mgenz Y, % 
6,04 
90/10/2/0 13,60 0,068 11,3 
95/5/2/0 6,40 0,032 5,3 
95/5/4/0 3,40 0,017 2,8 
7,00 
90/10/2/0 29,00 0,145 24,2 
95/5/2/0 24,80 0,124 20,7 
95/5/4/0 21,40 0,107 17,8 
8,00 
90/10/2/0 22,00 0,110 18,3 
95/5/2/0 20,00 0,100 16,7 
95/5/4/0 8,60 0,043 7,2 
8,99 
90/10/2/0 / / < 1,0 
95/5/2/0 / / < 1,0 
95/5/4/0 / / < 1,0 
 
Poglavlje 5. Aktivnost lipaze imobilisane u P(NiPAAm/IK) hidrogelove 
__________________________________________________________________________ 
Strana | 91  
 
Na osnovu rezultata iz Tabele 5.2 uočava se da pH vrednost rastvora u kome se 
izvodi umetanje lipaze utiče na prinos njene aktivnosti. Sa porastom pH vrednosti rastvora 
do 7,00 prinos aktivnosti lipaze raste, a potom opada. Nakon usvajanja optimalne 
temperature, usvojena je i optimalna pH vrednost: 7,00 ± 0,01. Zatim je izveden set 
eksperimenata u kojima je varirana koncentracija lipaze u rastvoru: 1,0, 5,0, 10,0 i 20,0 
mgenz/mL rastvora. Rezultati ovih eksperimenata su prikazani u Tabeli 5.3. 
 
Tabela 5.3. Uticaj koncentracije lipaze u rastvoru na aktivnost imobilisane lipaze nakon 









IU/mgenz Y, % 
0,2 
90/10/2/0 12,20 0,061 10,2 
95/5/2/0 10,80 0,054 9,0 
95/5/4/0 5,80 0,029 4,8 
1,0 
90/10/2/0 29,00 0,145 24,2 
95/5/2/0 24,80 0,124 20,7 
95/5/4/0 21,40 0,107 17,8 
5,0 
90/10/2/0 63,20 0,316 52,7 
95/5/2/0 39,60 0,198 33,0 
95/5/4/0 27,80 0,139 23,2 
10,0 
90/10/2/0 65,00 0,325 54,2 
95/5/2/0 46,00 0,230 38,3 
95/5/4/0 39,20 0,196 32,7 
20,0 
90/10/2/0 62,80 0,314 52,3 
95/5/2/0 45,40 0,227 37,8 
95/5/4/0 39,00 0,195 32,5 
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Sa porastom koncentracije lipaze u rastvoru do 10,0 mg/mL vrednosti prinosa 
aktivnosti rastu, a potom blago opadaju. MeĎutim, pri koncentraciji lipaze od 10 mg/mL i 
više dolazi do taloţenja proteina čime se smanjuje masa lipaze koju hidrogel moţe da upije. 
S druge strane, koncentracija rastvora od 1,0 mgenz/mL rastvora odgovara rastvoru koji je 
korišćen za „in situ― umetanje lipaze, a u kome je sadrţaj lipaze bio 20,0 mas%. Zbog toga 
je ova koncentracija odabrana za dalji rad kako bi mogle da se uporede efikasnosti 
imobilizacije po Metodi I i II. 
Pored koncentracije rastvora lipaze, mora se optimizovati i odnos monomera i 
umreţivača pošto on odreĎuje poroznost polimerne mreţe i stoga utiče na imobilizaciju 
lipaze. U ovom radu je pokazano da se sa povećanjem koncentracije umreţivača od 2,0 do 
4,0 mas% smanjuje prinos aktivnosti lipaze. Na primer, 90/10/2/20 hidrogel je pokazao 27,0 
% u odnosu na 20,1 % prinosa aktivnosti kod uzorka sa 4,0 mas% umreţivača, dok je prinos 
aktivnosti uzorka 90/10/2/0 bubrenog pod optimizovanim uslovima iznosio 30,0 %, 
primenom standardne procedure na emulziji maslinovog ulja 
204
. Porast koncentracije 
umreţivača smanjuje broj amidnih grupa koje nakon procesa polimerizacije, ostaju slobodne 
za vezivanje lipaze.  
 
 
5.4. Ispitivanje stabilnosti imobilisane lipaze pri skladištenju 
 
Stabilnost imobilisane lipaze, odnosno otpornost pri stajanju bez velikog gubitka 
enzimske aktivnosti, je vaţna zbog ekonomske isplativosti i odrţivosti procesa biosinteze 
estara 
205,206
. Ispitivanje stabilnosti lipaze na skladištenje za nativnu i imobilisanu lipazu po 
Metodi I je izvedeno u periodu od 60 dana na različitim temperaturama (Slika 5.8). 
Imobilisana lipaza je pokazala značajno bolju stabilnost na skladištenje u odnosu na nativnu 
lipazu. TakoĎe, imobilisana lipaza je pokazala punu katalitičku aktivnost pri čuvanju na -20 
ºC u laboratorijskom zamrzivaču, dok je pri porastu temperature skladištenja zabeleţen pad 
stabilnosti. Nakon skladištenja na 4 ºC, lipaza imobilisana Metodom I zadrţava nešto više 
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Slika 5.8. Relativna aktivnost (%) slobodne i imobilisane lipaze u 90/10/2/20 hidrogel 
(Metoda I) nakon skladištenja na različitim temperaturama tokom 60 dana. Reakcije su 
izvedene na emulziji maslinovog ulja standardnom procedurom, na 37 ºC i na pH 7 u 
trajanju od 3 h. 
 
Potom je ispitana stabilnost lipaze imobilisane Metodom II, bubrenjem na 4 ºC i 
uporeĎena sa stabilnošću lipaze imobilisane Metodom I, a rezultati su prikazani na Slici 
5.9. UtvrĎeno je da se imobilizacijom povećava stabilnost lipaze u odnosu na nativnu bez 
obzira na metodu imobilizacije. U oba slučaja temperatura od 4 °C  se pokazala kao 
pogodna za skladištenje imobilisane lipaze. Stajanjem na toj temperaturi lipaza zadrţava 
oko 95 % svoje aktivnosti ako se imobiliše po Metodi I, odnosno 68,7 % (bubrenje u 1,0 
mgenz/mL) i 77,0 % (bubrenje u 5,0 mgenz/mL), ako se imobiliše po Metodi II. S druge 
strane, slobodna lipaza je zadrţala oko 41 % svoje katalitičke aktivnosti nakon 14 dana i 
samo 5 % nakon 30 dana skladištenja na 4 ºC. TakoĎe, utvrĎeno je da se znatno bolja 
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Slika 5.9. Relativna aktivnost (%) slobodne i imobilisane lipaze u 90/10/2/20 (Metoda I), 
kao i lipaze imobilisane Metodom II u hidrogel 90/10/2/0 nakon skladištenja na 4 ºC tokom 
60 dana. Reakcije su izvedene na emulziji maslinovog ulja standardnom Sigma procedurom, 
na 37 ºC i na pH 7,0 u trajanju od 3 h. 
 
 Niţa temperatura skladištenja (-20 °C) omogućava dugoročno očuvanje aktivnosti 
imobilisane lipaze, pri čemu je mogućnost degradacije vrlo mala. Porast temperature 
skladištenja lipaze do sobne temperature dovodi do smanjenja aktivnosti, najčešće kao 
rezultat kontaminacije mikroorganizmima. Povlačenjem trend linije (Slika 5.8) odreĎeno je 
da je poluvreme skladištenja slobodne lipaze oko 16 dana. 
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 Imobilizacija lipaze na P(NiPAAm/IK) kopolimerne hidrogelove je izvedena na dva 
načina. PoreĎenjem metoda imobilizacije, kao i aktivnosti imobilisane lipaze, utvrĎeno je da 
je imobilizacija po Metodi I, odnosno in situ imobilizacija, bolja metoda za imobilizaciju 
lipaze na P(NiPAAm/IK) hidrogelove. 
UtvrĎeno je da imobilizacija lipaze utiče na fizičko-hemijske karakteristike 
rezultujućeg hidrogela. Sa druge strane, struktura hidrogela ima znatan uticaj na ponašanje 
imobilisane lipaze. 
Tokom imobilizacije lipaza se bolje veţe za kopolimerne hidrogelove nego za 
homopolimerne. Specifična aktivnost imobilisane lipaze raste sa porastom sadrţaja 
itakonske kiseline i lipaze u hidrogelu. Time je pokazano da struktura hidrogela ima 
značajan uticaj na ponašanje imobilisane lipaze. Najveću aktivnost je pokazao uzorak sa 
najvećim sadrţajem lipaze i itakonske kiseline, gde je specifična aktivnost imobilisane 
lipaze iznosila oko 38 IU/g. Imobilisana lipaza je pokazala bolju stabilnost na skladištenje u 
odnosu na nativnu lipazu bez obzira na metodu imobilizacije, pri čemu je zadrţana visoka 
katalitička aktivnost pri skladištenju na -20 ºC, dok je sa porastom temperature zabeleţen 
pad stabilnosti. Temperatura na kojoj se javlja maksimalna aktivnost za sve ispitivane 
hidrogelove se kreće od 32 °C do 42 °C. UtvrĎen je pH optimum za imobilisanu lipazu koji 
se za sve ispitivane uzorke kretao u intervalu od 7,0 do 8,0. 
Na osnovu dobijenih rezultata utvrĎeno je da je za primenu imobilisane lipaze, kao 
biokatalizatora za sintezu estara, najbolja svojstva pokazao hidrogel 90/10/2/20. Rezultati 
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6. Modifikacija i optimizacija biokatalizatora 
 
U dosadašnjim istraţivanjima kao nosači za imobilizaciju su se koristili dvoslojni 
hidroksidi (slojeviti materijali sa pozitivno naelektrisanim slojevima kojima se 





aktivni ugalj i molekulska sita 
208
. PoreĎenjem tih rezultata, u kojima se procenat vezanog 
enzima kreće od 19 do 71 %, sa rezultatima dobijenim u ovom radu, moţe se zaključiti da 
P(NiPAAm/IK) hidrogel vezuje znatno veću masu enzima. 
Ranija ispitivanja imobilizacije enzima u hidrogelove su pokazala da se aktivnost 
imobilisanog enzima moţe povećati ukoliko se pri sintezi hidrogela doda površinski aktivna 
materija. TakoĎe, pokazano je da se lipaza najbolje vezuje za nosač ukoliko se imobilizacija 
izvodi u rastvoru čija je pH vrednost bliska izoelektričnoj tački lipaze 
22,205,209-211
. Zbog toga 
su izvedene nove sinteze hidrogela 90/10/2/20, koji je u prethodnim ispitivanjima pokazao 
najbolja svojstva, tako što je u reakcionu smešu dodata površinski aktivna materija, Triton 
X-100 
212; 213; 214
, a umesto destilovane vode reakcija je izvedena u rastvoru čija je pH 
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konformacija lipaze dostupna supstratu. Dobijeni uzorci su karakterisani odreĎivanjem 
aktivnosti imobilisane lipaze, FT-IR i SEM analizom.  
Sinteza prvog uzorka P(NiPAAm/IK)–1 je izvedena u destilovanoj vodi bez dodatka 
površinski aktivne materije u destilovanoj vodi. Drugi i treći uzorak su sintetisani u puferu 
pH vrednosti 7,0 (uzorci P(NiPAAm/IK)–2 i P(NiPAAm/IK)–3). Sinteza četvrtog i petog 
uzorka je izvedena u prisustvu površinski aktivne materije, Triton X-100, a kao reakcioni 
medijum korišćena je destilovana voda (uzorak P(NiPAAm/IK)–4) i pufer pH vrednosti 7,0 
(uzorak P(NiPAAm/IK)–5): 
 90/10/2/20 (P(NiPAAm/IK)–1) 
 90/10/2/20 u fosfatnom puferu, pH 7,0, kao rastvaraču (P(NiPAAm/IK)–2) 
 90/10/2/20 u u fosfatnom puferu, pH 7,0, kao rastvaraču (pH vrednost IA/KPS/KPyS 
pre reakcije polimerizacije je podešena na pH 7,20) (P(NiPAAm/IK)–3) 
 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 (P(NiPAAm/IK)–4) 
 90/10/2/20 sintetisan sa 0,5 mas% Triton X-100 u pH 7,0 (P(NiPAAm/IK)–5) 
 
 
6.1. Aktivnost imobilisane lipaze 
 
OdreĎena je masa lipaze koja je umetnuta u hidrogel. Prema rezultatima prikazanim 
u Tabeli 6.1 utvrĎeno je da je najviše lipaze umetnuto u uzorak P(NiPAAm/IK)–1 (97,8 % 
od ukupne mase lipaze dodate u reakcionu smešu), a najmanje u uzorak P(NiPAAm/IK)–3 
(81,2 % od ukupne mase lipaze dodate u reakcionu smešu), što se slaţe sa podacima koje su 
dobili Vaidya i saradnici 
44
. 
UtvrĎeno je da uzorak P(NiPAAm/IK)–1 bolje vezuje CRL nego isti kopolimer sa 
dodatim Tritonom X-100 (Tabela 6.1). Ovakvo ponašanje nije očekivano jer su ranija 
istraţivanja pokazala da dodatak površinski aktivne materije uglavnom povećava aktivnost 
imobilisanog enzima 
215
. Dobijeni rezultat moţe da bude posledica niskog sadrţaja i/ili vrste 
površinski aktivne materije koja je odabrana za sintezu.  
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6.2. Karakterizacija hidrogelova 
 
6.2.1. FT-IR analiza  
 
FT-IR spektri za sintetisane uzorke, od P(NiPAAm/IK)–1 do P(NiPAAm/IK)–5, 
su prikazani na Slici 6.1. U prikazanim spektrima je uočena karakteristična široka traka 
od 3700-3100 cm
-1
 koja odgovara vibracijama istezanja OH grupa iz itakonske kiseline i 
NH grupe iz NiPAAm-a. Pik oko 1720 cm
-1
 potiče od vibracija karbonilne grupe iz 
itakonske kiseline 
181
. Karakteristične trake u spektru PNiPAAm-a komponente se 
javljaju na 1650 cm
-1
 usled C=O vibracija istezanja i C–N vibracija istezanja (amidna 
traka I) i na 1550 cm
-1
 usled N–H savijanja uz doprinos C–N vibracija istezanja slabijeg 
intenziteta (amidna traka II) i 1550 cm
-1
 usled N–H savijanja uz doprinos C–N vibracija 
istezanja slabijeg intenziteta, redom 
184
. Glavne trake karakteristične za protein, a koje 
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Slika 6.1. FT-IR spektri hidrogelova; (a) P(NiPAAm/IK)–1, (b) P(NiPAAm/IK)–2, (c) 
P(NiPAAm/IK)–3, (d) P(NiPAAm/IK)–4 and (e) P(NiPAAm/IK)–5. 
 
 
6.2.2. SEM analiza  
 
Na Slici 6.2 prikazane su mikrografije uzorka P(NiPAAm/IK)–1 i uzorka 
P(NiPAAm/IK)–4, modifikovanog dodatkom 0,5 mas% Triton X-100 u reakcionu smešu. 
Prema ovim mikrografijama, moţe se zaključiti da se reakcija umreţavanja nije ostvarila 
uniformno unutar hidrogelova. Veće pore su vidljive kod uzorka sintetisanog bez Tritona X-
100. Očigledno, budući da su koncentracije umreţivača, lipaze i IK bile konstantne tokom 
eksperimenta i da su imale uticaja na morfologiju hidrogelova na isti način za sve ispitivane 
uzorke, njihov uticaj je zanemaren, tako da je dodatak Triton X-100 uzrok razlika u 
uzorcima. MeĎutim, iako je očekivano, u ovom slučaju, dodatak Triton X-100 nije značajno 
uticao na aktivnost enzima.  
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      a)             b) 
Slika 6.2. SEM mikrografije ispitivanih hidrogelova 90/10/2 a) bez dodatog Triton X-100, 
P(NiPAAm/IK)–1 i b) sa 0,5 mas% Triton X-100, P(NiPAAm/IK)–4, bubrenih do 
ravtnoteţe na 37 ºC (‗bar‘ 500 µm, 70 x). 
 
Na osnovu svih prikazanih rezultata, veličine pora, aktivnosti biokatalizatora i 
mehaničkih svojstava (Poglavlje 4.5), za sintezu estra odabran je uzorak P(NiPAAm/IK)–1 
jer je pokazao najbolja svojstva sa aspekta primene kao biokatalizatora. Zbog toga je za dalji 
rad odabran uzorak sastava 90/10/2.  
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Ispitana je modifikacija uslova sinteze biokatalizatora, dodatkom površinski aktivne 
materije, Triton X-100, i promenom rastvarača u kome se izvodi sinteza po Metodi I. 
Nasuprot očekivanjima, dodatak Triton X-100 nije povećao aktivnost imobilisane lipaze. 
Pokazano je da se lipaza najbolje vezuje za nosač ukoliko se imobilizacija izvodi u rastvoru 
čija je pH vrednost bliska njenoj izoelektričnoj tački. UtvrĎeno je da je najbolja svojstva, 
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7. Sinteza estra n-amil-izobutirata katalizovana imobilisanom lipazom iz Candida 
rugosa 
 
Da bi se ispitala mogućnost primene imobilisane lipaze kao katalizatora, izvedena je 
sinteza estra n-amil-izobutirata esterifikacijom izobuterne kiseline i n-amil alkohola u n-
heksanu. U sintezi estra je kao katalizator korišćena „in situ― imobilisana lipaza, a zatim je 
izvedena i esterifikacija sa lipazom imobilisanom po Metodi II. Metoda I dala je visok 
prinos vezane lipaze u iznosu od 98 %, dok je taj prinos za Metodu II iznosio 68 %. Ispitan 
je uticaj temperature, pH sredine, sadrţaj dodate vode i mase biokatalizatora na prinos estra, 
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7.1. Optimizacija parametara reakcije sinteze estra katalizovane lipazom iz Candida 
rugosa 
 
7.1.1. Esterifikaciona sposobnost imobilisane lipaze iz Candida rugosa 
 
Optimizovano je vreme potrebno za imobilizaciju lipaze za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove. UtvrĎeno je da je % prinos aktivnosti imobilisane lipaze gotovo konstantan 
nakon 24 h, kada je u pitanju „in situ― metoda imobilizacije. TakoĎe je utvrĎeno da je 
aktivnost imobilisane lipaze nakon 48 h bila gotovo ista kao i posle 24 h, što ukazuje da je 
ukupna masa imobilisane lipaze ugraĎena u hidrogel nakon 24 h.  
Sposobnost lipaze imobilisane u P(NiPAAm/IK) hidrogel da katalizuje sintezu estra 
je ispitana u reakciji sinteze n-amil-izobutirata, u n-heksanu na 45 ºC. Ispitan je uticaj 
različitih parametara kao što su pH, temperatura, sadrţaj vode i sadrţaj biokatalizatora, dok 
je molarni odnos kiselina/alkohol u reakciji esterifikacije bio konstantan (230 μL/270 μL). 
Vreme trajanja reakcije sinteze estra je bilo 48 h za lipazu imobilisanu Metodom I, a za 
lipazu imobilisanu Metodom II vreme reakcije je bilo 24 h. 
 
 
7.1.2. Uticaj temperature i pH na katalitiţku aktivnost lipaze i sintezu estra 
 
Kao što je poznato, na aktivnost lipaze, a time i na prinos estra, se moţe uticati 
promenom pH medijuma u kome se izvodi reakcija. Uticaj pH na sintezu estra je ispitivan u 
pH opsegu od 6,0 do 10,0 (Slika 7.1 b) i 7.2 b)) na 45 °C. Ranija istraţivanja imobilizacije 
lipaze na različitim nosačima su pokazala da na 45 °C lipaza ima zadovoljavajuću aktivnost 
i daje zadovoljavajući prinos estra 
216-219
. Kao što se moţe videti sa slike, promena pH 
okolnog medijuma ne utiče značajno na prinos estra kada se koristi imobilisana lipaza po 
Metodi I. Prinos se povećava s porastom pH od 6,0 do 7,0, nakon čega blago opada do 8,0 
pH, a onda opet raste i dostiţe maksimum na pH 9,0. Prinosi na svim posmatranim pH 
vrednostima bili su iznad 83 %, a maksimalna vrednost je 83,9 % na pH 9,0, ponovo 
pokazujući povećanu stabilnost imobilisane lipaze. Kada se koristi lipaza imobilisana 
Metodom II, prinos estra je bio 33,0 % i 55,0%, za pH 6,0 i 8,0, a potom lagano opada. 
Poredeći prinose estra, očigledno je da se znatno veći prinos postiţe ukoliko se reakcija 
izvodi sa lipazom imobilisanom po Metodi I. Na osnovu prikazanih rezultata utvrĎeno je 
sledeće: 
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 ukoliko se koristi imobilisana lipaza po Metodi I, dobar prinos estra se dobija za pH 
7,0 i 9,0. 
 ukoliko se koristi imobilisana lipaza po Metodi II, dobar prinos estra se dobija za pH 
8,0. 
Ranija istraţivanja su pokazala da se promenom temperature reakcije moţe uticati na 
aktivnost lipaze, a time i na prinos estra 
220
. Zbog toga je ispitan i uticaj temperature na 
prinos estra. Temperatura je varirana u intervalu od 25 do 50 °C, pri čemu su, za lipazu 
imobilisanu po Metodi I, ispitivanja izvedena na pH 7,0 i 9,0, a za lipazu imobilisanu po 
Metodi II, na pH 8,0. Sastav reakcionog sistema je bio sledeći: biokatalizator / pufer 
odreĎene pH vrednosti / n-amil alkohol / izobuterna kiselina / n-heksan. Masa 
biokatalizatora je bila 0,30 g za Metodu I, odnosno 0,20 g za Metodu II. 
 Slika 7.1 a) i 7.2 a) prikazuje uticaj temperature na reakciju esterifikacije, za obe 
primenjene metode. Prinos estra je u pH 7,00 bio iznad 84 %, dok je u pH 9,00 bio 85,7 % 
za Metodu I, odnosno 33,0 % i 55,0% za Metodu II, za uzorke bubrene u 1,0 odnosno 5,0 
mgenz/mL rastvora, pokazujući dobru stabilnost imobilisane lipaze. Mnogo bolja stabilnost 
lipaze je postignuta za uzorke imobilisane Metodom I nego Metodom II. Povećanjem 
temperature iznad 45 °C, prinos estra se smanjuje verovatno usled termičke deaktivacije 
enzima. Dobra termička stabilnost enzima nakon procesa imobilizacije svakako proširuje 
njegovu potencijalnu primenu kao biokatalizatora. Dakle, radna temperatura ne bi trebalo da 
bude veća od 45 ºC. Optimalno pH za uzorke kod kojih je lipaza imobilsana Metodom I je 
oko pH 9, dok je kod uzoraka kod kojih je lipaza imobilsana Metodom II ta vrednost oko 
8,00. 





















 pH = 7,00
 pH = 9,00
 


























Slika 7.1. Uticaj a) temperature i b) pH na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline n-amil 
alkoholom u n-heksanu katalizovane CRL imobilisanom u P(NiPAAm/IK)–1 hidrogel 
Metodom I. 
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Slika 7.2. Uticaj a) temperature (200 μL pufera pH 8,00; 0,2000 g biokatalizatora; trajanje 
ciklusa 24 h) i b) pH (45 ºC; trajanje ciklusa 24 h; 0,2000 g biokatalizatora; 200 μL 
puferskog rastvora) na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-
heksanu katalizovanu CRL imobilisanom Metodom II. 
  
Na slici 7.3 je prikazan uticaj početne koncentracije lipaze u rastvoru za bubrenje na 
prinos estra iz koje se jasno vidi da veća početna koncentracija lipaze daje veći prinos estra, 
što je i očekivano. Vreme sinteze estra je skraćeno na 24 h, u odnosu na 48 h kod „in situ― 
metode, ali se prinosi jako mnogo razlikuju kao i ukupna potrošnja biokatalizatora potrebna 

























 Pufer pH = 8,00
 Destilovana voda





Slika 7.3. Uticaj početne koncentracije lipaze u rastvoru za bubrenje na prinos estra u 
reakciji esterifikacije izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL 
(45 ºC; trajanje ciklusa 24 h; 200 μL destilovane vode i puferskog rastvora pH 8,00).  
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Na kraju se moţe zaključiti da je optimalna temperatura, za reakciju esterifikacije 
izobuterne kiseline n-amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL, 45 ºC bez obzira na 
način imobilizacije lipaze. Ukoliko je lipaza imobilisana Metodom I, optimalno pH za 
reakciju je 9,00, dok za lipazu imobilisanu Metodom II, ta vrednost iznosi 8,00. 
 
 
7.1.3. Bubrenje hidrogelova u n-heksanu na 45 °C 
 
Temperatura od 45 °C je odabrana za bubrenje pošto je prethodno utvrĎeno da je to 
optimalna temperatura za sintezu estra. S obzirom da se reakcija esterifikacije izvodi u n-
heksanu, bilo je neophodno ispitati bubrenje odabranih uzoraka (90/10/2/20 i 90/10/2/0) u 
ovom rastvaraču na 45 °C (Slika 7.4). Kao što je i očekivano, bubrenje P(NiPAAm/IK) 
hidrogelova je zanemarljivo u hidrofobnom rastvaraču kao što je n-heksan i na temperaturi 
koja je iznad LCST vrednosti za PNiPAAm hidrogel.  
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Slika 7.4. Bubrenje hidrogelova u n-heksanu na 45 °C 
 
Ispitivanje bubrenja u čistom n-heksanu ukazuje da je mali sadrţaj vode neophodan 
za reakciju esterifikacije. Voda ima ulogu „okidača―, odnosno „inicijatora― reakcije 
esterifikacije za koje je poznato da se odigravaju na granici faza. 
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7.1.4. Uticaj sadrţaja vode na sintezu n-amil-izobutirata katalizovanu imobilisanom 
lipazom 
 
Kao što je poznato, voda ima ključnu ulogu u reakcijama esterifikacije katalizovane 
lipazama. Voda učestvuje u svim nekovalentnim interakcijama koje zadrţavaju otvorenu 
konformaciju katalitičkog centra lipaze, a sa druge strane, sadrţaj vode utiče na konverziju 
reakcije 
221
. Za reakcije esterifikacije posebno vaţi da se sa povećanjem sadrţaja vode 
dobijaju niţe ravnoteţne konverzije 
222
. Zbog toga je neophodno odrediti optimalan sadrţaj 
vode, odnosno sadrţaj vode koji daje dobre prinose. Na zapreminu vode koja se dodaje u 
reakciju utiče više faktora, kao što su tip nosača, vrsta organskog rastvarača i sadrţaj 
biokatalizatora. U literaturi su dati podaci za slične reakcije u kojima se sadrţaj vode kretao 
u opsegu od 0,2 do 3,0 vol% u odnosu na suvi enzim 
223
. 
Na Slici 7.5 je prikazan proces aktivacije lipaze. Smatra se da su poklopci („lids―) 
nativne i imobilisane lipaze zatvoreni usled odsustva granice faza ulje/voda što doprinosi da 
je aktivno mesto nedostupno supstratu u organskom rastvaraču. Tako, neaktivirana lipaza 
pokazuje izuzetno malu esterifikacionu aktivnost u n-heksanu. U slučaju aktivirane lipaze, 
poklopci su otvoreni usled prisustva granice faza ulje/voda i u n-heksanu, a onemogućeno 
im je lako zatvaranje usled stabilizacije proteina na koje utiče voda, ali i polarni rastvarač 
224
. Aktivno mesto postaje dostupno supstratu u n-heksanu, a aktivirana lipaza pokazuje 
visoku esterifikacionu aktivnost. 
 
 
Slika 7.5. Proces aktivacije lipaze. 
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U ovom radu je izvedena reakcija esterifikacije sa različitim zapreminama vode u 
opsegu 0,1 do 2,0 vol%, za lipazu imobilisanu Metodom I, odnosno od 0,1 do 3,0 vol%, za 
lipazu imobilisanu Metodom II. Prema rezultatima prikazanim na Slikama 7.6 a) i b), 
uočeno je da dodatak vode u reakcionu smešu aktivira reakciju esterifikacije, kao i da, u 
oba slučaja, postoji optimalan sadrţaj vode koji daje najveći prinos estra. Najveći prinos 
estra, za biokatalizator dobijen Metodom I, se dobija kada je zapremina dodate vode 1,0 
vol%, a u slučaju biokatalizatora dobijenog Metodom II, kada je zapremina dodate vode 
2,0 vol%. 
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Pocetna zapremina vode, L
 
Slika 7.6. Uticaj zapremine dodate vode na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL imobilisanom a) Metodom I i b) Metodom II 
u 1,0 i 5,0 mgenz/mL rastvora na 45 ºC (vreme trajanja ciklusa 48 h; 0,2000 g 
biokatalizatora). 
 
Reakcija esterifikacije je izvedena na 45 ºC jer je to optimalna temperatura za prinos 
estra. Sa druge strane, kapacitet bubrenja hidrogela na toj temperaturi je mali. Kada je 
zapremina dodate vode veća od 1,0 vol% (Metoda I), odnosno 2,0 vol% (Metoda II), pada 





7.1.5. Uticaj poţetne koncentracije lipaze na sintezu n-amil-izobutirata 
 
Uticaj mase imobilisane lipaze na reakciju esterifikacije je ispitan za različite 
sadrţaje biokatalizatora, od 0,10 do 0,50 g, (ekvivalent masi enzima od 0,0182 do 0,0908 g) 
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za Metodu I, odnosno od 0,10 do 0,80 g (ekvivalnt masi enzima od 0,0353 do 0,2822 g, za 
bubrenje u 1,0 mgenz/mL pufera pH 7,0 i na 5 °C, odnosno ekvivalnt masi enzima od 0,0230 
do 0,1842 g, za bubrenje u 5,0 mgenz/mL pufera pH 7,0 i na 5 °C ) za Metodu II. Masa 
ugraĎene lipaze je bila konstantna u svim eksperimentima, 20,0 mas% u odnosu na početnu 
smešu – Metoda I, odnosno 5,0 mgenz/mL po Metodi II. Zapremina dodate vode ili 
puferskog rastvora je bila konstantna (100 μL – Metoda I i 200 μL – Metoda II). 
Očigledno je da prinos estra u reakciji esterifikacije raste sa povećanjem mase 
biokatalizatora 0,10 do 0,30 g (Metoda I), odnosno od 0,1 do 0,6 (Metoda II), a sa daljim 
porastom opada. Slika 7.7 a) pokazuje da je najveći prinos dobijen kada je masa 
biokatalizatora pre početka reakcije iznosila 0,30 g za Metodu I, a za Metodu II kada je 
masa katalizatora na početku reakcije iznosila 0,6 g (Slika 7.7 b)). 
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Slika 7.7. Uticaj mase biokatalizatora na reakciju esterifikacije izobuterne kiseline sa n-amil 
alkoholom u n-heksanu katalizovanu CRL imobilisanom a) Metodom I i b) Metodom II u 
rastvorima različitih koncentracija lipaze a) 1,0 i b) 5,0 mgenz/mL rastvora. 
 
Optimalno vreme izvoĎenja reakcije je 48 sati (Metoda I), odnosno 24 h (Metoda II), 
a nakon tog vremena prinos estra je praktično konstantan (Slika 7.8 a) i b)). Pokazano je da i 
brzina reakcije esterifikacije i stepen konverzije rastu sa povećanjem mase imobilisanog 
enzima. 
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Slika 7.8. Sinteza n-amil-izobutirata uz lipazu iz Candida rugosa imobilisanu u 
P(NiPAAm/IK)–1 hidrogel a) Metodom I i b) Metodom II u funkciji vremena na 45 ºC pri 
brzini mešanja od 150 obr/min. Koncentracija izobuterne kiseline i n-amil alkohola bila je 
0,1 M; reakcija je izvedena u n-heksanu pri molarnim odnosom izobuterne kiseline i n-amil 
alkohola 230:270 (μL). 
 
Slika 7.8 a) pokazuje prinos estra u reakciji esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkohololom u n-heksanu na 45 ºC u funkciji vremena, katalizovanu lipazom 
imobilisanom Metodom I. Vidi se da je poluvreme reakcije u puferu pH 7,00 oko 20 sati, 
dok je za reakcije koje se odvijaju u puferu pH vrednosti 9,00 to vreme nešto manje i iznosi 
17 sati, a potpuno iskorišćenje biokatalizatora se javlja nakon skoro 120 h na obe pH 
vrednosti. 
Slika 7.8 b) pokazuje prinos estra u reakciji esterifikacije izobuterne kiseline sa n-
amil alkoholom u n-heksanu na 45 ºC u funkciji vremena, katalizovanu lipazom 
imobilisanom Metodom II pri različitim koncentracijama lipaze. Poluvreme reakcije za 
hidrogelove bubrene u 1,0 mgenz/mL rastvora je oko 9,5 h, a za hidrogelove bubrene u 5,0 
mgenz/mL rastvora oko 9 sati, dok se potpuna potrošnja biokatalizatora se javlja nakon skoro 
72 h na obe koncentracije. 
 
 
7.2. Ispitivanje ponovne primene biokatalizatora 
 
Mogućnost regeneracije enzima kao katalizatora i njegova ponovna upotreba je 
izuzetno vaţna za primenu imobilisanih enzima u industriji 
213
 jer ponovno iskorišćenje 
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imobilisanih enzima pomaţe u sniţavanju cene proizvoda i čini enzimski proces ekonomski 
isplativim. 
Reakcija esterifikacije katalizovana lipazom imobilisanom na P(NiPAAm/IK)–1 
hidrogel je ponovljena 20 puta. Svaki ciklus je trajao 48 h, a izmeĎu svakog ciklusa uzorci 
su sušeni u sušnici do konstantne mase. Kao što je naznačeno na Slici 7.9, nakon prvog 
ciklusa nije bilo značajnog gubitka u prinosu estra. U narednim ciklusima prinos estra je 
počeo polako da opada, dok je veći gubitak (40 %) u prinosu estra uočen tek nakon 18. 
ciklusa najverovatnije usled gubitka materijala uzrokovanog stalnim ispiranje uzorka i/ili 
mogućnosti da sušenjem voda nije u potpunosti uklonjena iz uzorka. 
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Slika 7.9. Sinteza n-amil-izobutirata uz lipazu iz Candida rugosa imobilisanu a) Metodom I 
i b) Metodom II na 45 ºC pri brzini mešanja od 150 obr/min. Trajanje ciklusa je bilo 48 h za 
Metodu I, odnosno 24 h za Metodu II. Koncentracija izobuterne kiseline i n-amil alkohola 
bila je 0,1 M; reakcija je izvedena u n-heksanu sa molarnim odnosom izobuterne kiseline i 
n-amil alkohola 230:270 (μL). 
 
Reakcija esterifikacije katalizovana lipazom imobilisanom u hidrogelove Metodom 
II je ponovljena 12 puta. Svaki ciklus je trajao 24 h, a izmeĎu svakog ciklusa uzorci su 
sušeni u sušnici do konstantne mase. Kao što je naznačeno na Slici 7.9, već nakon prvog 
ciklusa dolazi do značajnijeg gubitka prinosa estra u poreĎenju sa Metodom I. 
Esterifikaciona aktivnost uzorka je zadrţana do 12. ciklusa. Nakon 9. ciklusa prinos estra 
opada do 50 %, takoĎe usled gubitka materijala uzrokovanog stalnim ispiranje uzorka i/ili 
nemogućnosti da se sušenjem voda u potpunosti ukloni iz uzorka.  
Prinos n-amil-izobutirata je bio veći od 85 % do 13. ciklusa za prvu metodu 
imobilizacije, a za drugu metodu do 2. ciklusa. Opadanje prinosa nakon nekoliko ciklusa je 
verovatno posledica gubitka biokatalizatora tokom filtracije i procesa sušenja, a pri tome se 
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proizvodi veća količina sporednog proizvoda, odnosno vode 
207
. Pokazano je da 
P(NiPAAm/IK)–1 hidrogel moţe da se koristi kao vrlo stabilan nosač za imobilizaciju CRL 
i primeni kao biokatalizator, koji i posle 13 ciklusa omogućava prinosa estra veći od 75 %. 
Kao što se vidi, lipaza imobilisana Metodom II se pokazala kao lošiji katalizator u 
odnosu na lipazu koja je imobilisana Metodom I. Pri imobilizaciji Metodom II lipaza se 
verovatno više veţe površinski, pa je zbog toga dostupnija supstratu što smanjuje vreme 
reakcije esterifikacije. MeĎutim, zbog toga je bilo i lakše njeno odvajanje od površine 
ispiranjem, što smanjuje mogućnost ponovne upotrebe katalizatora. To verovatno objašnjava 
i slabiju stabilnost na skladištenje lipaze imobilisane Metodom II u odnosu na lipazu 
imobilisanu Metodom I. 
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U poglavlju je prikazana sinteza estra n-amil-izobutirata u kojoj je P(NiPAAm/IK)–1 
hidrogel bio katalizator. Ispitan je uticaj promene reakcionih uslova, kao što su temperatura, 
pH, sadrţaj dodate vode i masa biokatalizatora, jer su to najčešći faktori koji utiču na tok 
reakcije esterifikacije i prinos estra. PotvrĎeno je da se imobilisana lipaza na kopolimerni 
hidrogel poli(N-izopropilakrilamid-ko-itakonska kiselina) moţe koristiti kao katalizator u 
reakciji sinteze estra n-amil-izobutirata. Pri se dobijaju relativno visoki prinosi estra, čak i 
nakon više ponovljenih ciklusa.  
Nakon ispitivanja obe metode imobilizacije enzima utvrĎeno je da je Metoda I 
ekonomičnija i efikasnija od Metode II. Jedini nedostatak Metode I jeste produţeno vreme 
reakcije (48 h) u poreĎenju sa vremenom trajanja reakcije sinteze estra u kojoj se koristi 
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8. Ispitivanje mogušnosti primene hidrogelova N-izopropilakrilamida i itakonske 
kiseline za kontrolisano otpuštanje terapeutskih proteina  
 
Jedan od najvećih izazova istraţivačima predstavlja peroralna primena proteina koja 
je ograničena zbog enzimske inaktivacije u gastrointestinalnom traktu i slabe permeabilnosti 
ovih supstanci. MeĎutim, upotrebom odgovarajućih hidrogelova ovi problemi se mogu 
prevazići. 
Kao što je pokazano u Poglavlju 4, kopolimerni hidrogelovi P(NiPAAm/IK) malo 
bubre na 37 °C pri pH 2,20 ± 0,01, dok je na istoj temperaturi i pH 6,80 ± 0,01 stepen 
bubrenja mnogo veći. Zbog toga je ispitana i mogućnost primene P(NiPAAm/IK) 
hidrogelova kao nosača za otpuštanje terapeutskih proteina u donjem delu GI trakta. Mali 
stepen bubrenja hidrogelova obezbeĎuje da protein bude zaštićen u unutrašnjosti gela od 
dejstva kiseline u ţelucu. U neutralnoj i slabo baznoj sredini, kao što je u donjem delu GI 
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8.1. Umetanje lipaze u hidrogelove 
 
Lipaza je umetnuta u hidrogelove P(NiPAAm/IK) na dva ranije opisana načina. 
Iznos lipaze ugraĎene u hidrogelove različitog odnosa P(NiPAAm/IK) Metodom I 
kada je sadrţaj lipaze u početnoj smeši bio konstantan, i iznosio je 20 mas%, prikazan je u 
Tabeli 8.1. Prosečna standardna devijacija ugraĎene lipaze je 0,5 i 7,2 % za 2,0 i 4,0 mas% 
umreţivača, redom, ukazujući da sastav hidrogela nema značajan uticaj na efikasnost 
ugradnje lipaze. Rezultati pokazuju da je za veći stepen umreţenja nešto niţa ugradnja 
enzima, odnosno da se masa umetnute lipaze praktično ne razlikuje kod uzoraka sa 2,0 
mas% umreţivača, dok je ta razlika nešto veća kod uzoraka sa 4,0 mas% MBA. Efikasnost 
umetanja proteina je izračunata pomoću sledeće jednačine: 
        Efikasnost umetanja proteina (%) = 
(Masa  vezanog  proteina )
(Početna  masa  proteina )
 x 100  (11) 
Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 8.1. OdreĎeno je da se efikasnost umetanja 
lipaze kreće u opsegu od 77,6 do 95,2 %, što ukazuje da je Metoda I pogodna za umetanje 
proteina. Ove vrednosti su veće od vrednosti ranije objavljenih u literaturi, za proteine 






Prilikom umetanja i uklanjanja neproreagovalih materija nakon sinteze, dolazi do 
gubitka proteina (22,4-4,8 %) u zavisnosti od sastava hidrogela. Moguće je da tokom 
procesa pranja dolazi do difuzije lipaze iz sistema, usled bubrenja gela u destilovanoj vodi 




Tabela 8.1. Masa ugraĎene lipaze i efikasnost umetanja u P(NiPAAm/IK) hidrogelove. 
Uzorak 
2,0 mas% umreživača 4,0 mas% umreživača 
t, h Pg, mg/gkserogela , % t, h Pg, mg/gkserogela , % 
85/15 48 188,6 94,3 24 174,5 87,2 
90/10 48 188,1 94,1 24 155,3 77,6 
95/5 48 189,3 94,6 24 157,0 78,5 
100/0 24 190,4 95,2 12 178,7 89,3 
t – vreme trajanja polimerizacije; Pg – masa umetnute lipaze;  – efikasnost umetanja 
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Efikasnost umetanja lipaze po Metodi II se kretala u opsegu od 3,1 do 96,7 %, u 
zavisnosti od početne koncentracije rastvora. Sa porastom koncentracije lipaze u rastvoru za 
bubrenje od 0,2 do 1,0 mgenz/mL raste masa umetnute lipaze, ali efikasnost opada. Uočeno 
ponašanje je rezultat zasićenja površine jer se lipaza, prilikom umetanja ovom tehnikom, 
više vezuje površinski za hidrogel 
230-237
. Dalje, postoje i difuziona ograničenja usled 
veličine molekula lipaze što ometa da lipaza u većoj meri prodre unutar polimerne matrice 
tokom procesa bubrenja. TakoĎe, vezivanje lipaze za površinu nosača olakšava spiranje sa 
nosača. TakoĎe, tokom polimerizacije i uklanjanja neproreagovalih materija nakon sinteze 
hidrogela, dolazi do gubitka proteina.  
 
Tabela 8.2. Masa umetnute lipaze i efikasnost umetanja Metodom II za uzorke 95/5/2/0 i 
95/5/4/0 bubrene do ravnoteţe u rastvorima različitih početnih koncentracija lipaze (C). 
C, mg/mL 
95/5/2/0 95/5/4/0 
t, h Pg, mg/gkserogela , % t, h Pg, mg/gkserogela , % 
0,2 48 97,9 96,7 24 74,7 95,0 
1,0 48 337,8 84,0 24 202,8 43,0 
5,0 48 335,6 14,5 24 217,6 11,1 
10,0 48 321,0 8,4 24 215,2 6,1 
20,0 48 365,7 4,4 24 264,3 3,1 
t – vreme trajanja polimerizacije; Pg – masa umetnute lipaze;  – efikasnost umetanja 
 
 Vreme polimerizacije za ove uzorke bilo je 48 h za uzorak sa 2 mas% MBA, 
odnosno 24 h, za uzorak sa 4 mas% MBA. Uzorci 95/5/2/0 i 95/5/4/0 su korišćeni radi 
poreĎenja sa uzorcima kod kojih je lipaza umetnuta „in situ― metodom u cilju ispitivanja 
efikasnosti umetanja i kontrolisanog otpuštanja lipaze. 
 
 
8.2. Ispitivanje bubrenja simulacijom pH vrednosti u gastrointestinalnom traktu 
 
Ispitana je kinetika bubrenja za različite uzorke P(NiPAAm/IK) hidrogelova kod 
kojih je lipaza umetnuta pomoću dve različite metode (Metode I i II). S obzirom da je cilj 
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bio da se ispita potencijalna primena ovih hidrogelova za kontrolisano otpuštanje lekovite 
supstance, ispitivanja su izvedena simulacijom uslova u GI traktu. Bubrenje uzoraka je 
praćeno na 37 °C u rastvorima čija je pH vrednost iznosila 2,20 ± 0,01 i 6,80 ± 0,01 jer 
simuliraju uslove u ţelucu i u donjem delu GI trakta (Slika 8.1). Bubrenje ovih uzoraka je 
izvedeno tako što su uzorci potopljeni u pufer pH 2,20 ± 0,01 tokom 2 h, a potom prebačeni 
u pufer pH 6,80 ± 0,01 da bubre naredna 22 sata, tako da je ukupno vreme bubrenja bilo 24 
h. Cilj je bio da se simulira ukupno vreme boravka proteina u GI traktu. Kinetika bubrenja 
uzoraka praćena je na svakih pola sata prvih 10 h, a tokom poslednja 4 sata na svakih sat 
vremena. 
























 95/5/2/0 u 1.0mg/mL
 95/5/4/0 u 1.0mg/mL
 95/5/2/0 u 5.0mg/mL




Slika 8.1. Zavisnost stepena bubrenja od vremena za 95/5/2/20 i 95/5/4/20 hidrogelove 
(Metoda I) i 95/5/2/0 i 95/5/4/0 (Metoda II) bubrenih u rastvorima lipaze različitih 
koncentracija na 37 °C. 
 
 
8.3. Kinetika otpuštanja lipaze iz hidrogelova 
 
U cilju ispitivanja primene P(NiPAAm/IK) hidrogelova kao matrica za kontrolisano 
otpuštanje terapeutskih proteina, praćeno je otpuštanje lipaze, umetnute Metodom I i II, iz 
hidrogelova različitog sastava. Srednje vrednosti otpuštene lipaze su predstavljene 
normalizovanim krivama sa standardnim devijacijama, koje su za sve ispitivane uzorke bile 
manje od ± 5 %, računato na srednje vrednosti merenja (Slike 8.2-8.5). 
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8.3.1. Otpuštanje „in situ“ umetnute lipaze 
 
Rezultati otpuštanja lipaze, „in situ― umetnute u P(NiPAAm/IK) hidrogelove, su 
prikazani na Slikama 8.2 i 8.3. Do 3,5 % lipaze se otpusti na pH 2,20 što je posledica malog 
bubrenja hidrogelova, dok na pH 6,8 taj procenat ide do 26 % za prvih 24 h i zavisi od 
koncentracije itakonske kiseline u uzorcima. Hidrogelovi sa manjim sadrţajem IK generalno 
sporije otpuštaju lipazu. Naime, svega 16,7 % lipaze se oslobodi nakon 24 h iz uzorka 
100/0/4/20, dok se 25,7 % otpusti iz hidrogela 90/10/4/20, što potvrĎuje da prisustvo 
itakonske kiseline, čak i u malom procentu, utiče na porast sadrţaja otpuštene lipaze jer raste 
stepen bubrenja. 
Na osnovu dobijenih rezultata odreĎeno je vreme otpuštanja lipaze i ukupna masa 
otpuštene lipaze. Procenat lipaze koji je otpušten iz hidrogelova za 7 dana bio je u rasponu 
od 21,3 % do 34,1 %, u zavisnosti od sastava hidrogela. Iz prikazanih rezultata se vidi da je 
samo jedan deo od ukupno umetnute lipaze otpušten što moţe biti posledica relativno malog 
stepena bubrenja hidrogela na 37 ºC tako da lipaza ostaje zarobljena u polimernoj mreţi 
226
. 
Na Slikama 8.2 i 8.3 se moţe videti da kopolimeri sa 2 mas% i 4 mas% umreţivača i 
najniţeg sadrţaja IK, 95/5/2 i 95/5/4, pokazuju sporije otpuštanje nego kopolimeri sa višim 
sadrţajima IK, bez obzira na koncentraciju umreţivača. 
































Slika 8.2. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpuštene lipaze (Mt/M∞) u funkciji 
vremena za hidrogelove P(NiPAAm/IK) sa 20 mas% lipaze i 2,0 mas% umreţivača na 37 
ºC. Rezultati su prikazani za prvih 60 % procesa otpuštanja (85/15 —; 90/10 – –; 95/5 ···; 
100/0 –·–). 
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Slika 8.3. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpuštene lipaze (Mt/M∞) u funkciji 
vremena za hidrogelove P(NiPAAm/IK) sa 20 mas% lipaze i 4,0 mas% umreţivača na 37 
ºC. Rezultati su prikazani za prvih 60 % procesa otpuštanja (85/15 —; 90/10 – –; 95/5 ···; 
100/0 –·–). 
 
Ponašanje ovih hidrogelova pri otpuštanju lipaze je veoma sloţeno. Na temperaturi 
od 37 ºC njihovo ponašanje zavisi od sastava i pH, na koje utiču kako polimer-polimer 
interakcije, tako i interakcije polimer-rastvarač. Svi ispitivani hidrogelovi, 90/10/2/20, 
85/15/2/20, 90/10/4/20 i 85/15/4/20, pokazuju bifazni profil otpuštanja lipaze, kao i sporije 
otpuštanje na pH 2,20 u prvih 2 h, a brţe na pH 6,80, usled pH osetljive prirode uzoraka 
(Slike 8.2 i 8.3, mali dijagrami). S druge strane, kod homopolimera 100/0/2/20 i 
100/0/4/20 i uzoraka sa najniţim sadrţajem itakonske kiseline, 95/5/2/20 i 95/5/4/20 , 
ovakva razlika u brzinama otpuštanja nije izraţena. 
In vitro ispitivanja otpuštanja lipaze su pokazala da ne postoji inicijalni „efekat 
pucanja―, odnosno da ne dolazi do inicijalnog otpuštanja lipaze i da nema naglog porasta u 
koncentraciji otpuštene lipaze, što sugeriše da su kod umetanja Metodom I svi molekuli 
lipaze smešteni uglavnom u unutrašnjosti hidrogela. Svi uzorci pokazuju produţeno 
otpuštanje, gde je procenat otpuštene lipaze u toku 24 h bio u opsegu od 54,2 do 82,9 %, 
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8.3.2. Otpuštanje lipaze umetnute bubrenjem hidrogelova u rastvoru 
 
U slučaju umetanja lipaze Metodom II, na pH 2,20 se otpusti izmeĎu 22 i 55 % 
lipaze, za uzorak 95/5/2/0 i izmeĎu 25 i 35 % lipaze za uzorak 95/5/4/0. Pri porastu pH taj 
procenat dostiţe skoro maksimum za prvih 24 h. Za uzorke sa većim stepenom umreţenja se 
vezalo manje lipaze iz rastvora (Tabela 8.2), pa se manje i otpušta. MeĎutim, otpuštanje 
lipaze je još uvek jako brzo u odnosu na Metodu I. 
Ispitivanja na ovim hidrogelovima su pokazala da oni sa manjim sadrţajem MBA 
generalno brţe otpuštaju lipazu. Naime, od 62 do 93 % lipaze se oslobodi nakon 24 h iz 
uzorka sa 2 mas% MBA, dok se od 73 do preko 97 % otpusti iz hidrogela sa 4 mas% MBA, 
što potvrĎuje da i prisustvo umreţivača, utiče na brzinu otpuštanja proteina. Dodatak 
umreţivača smanjuje mogućnost vezivanja proteina iz rastvora, pa je manje otpuštanje 
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Slika 8.4. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpuštene lipaze (Mt/M∞) u funkciji 
vremena na 37 ºC za hidrogelove P(NiPAAm/IK) sa 2,0 mas% umreţivača kod kojih je 
lipaza umetnuta bubrenjem. 
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Slika 8.5. Srednje normalizovane kumulativne vrednosti otpuštene lipaze (Mt/M∞) u funkciji 
vremena na 37 ºC za hidrogelove P(NiPAAm/IK) sa 4,0 mas% umreţivača kod kojih je 
lipaza umetnuta bubrenjem. 
 
I u ovom slučaju je utvrĎen bifazni profil otpuštanja lipaze 
239
, odnosno da se javlja 
inicijalna faza brzog otpuštanja na pH 2,20 u prvih 2 h, a potom sledi sporije otpuštanje na 
pH 6,80. Rezultati in vitro ispitivanja kinetike otpuštanja ukazuju da je većina molekula 
lipaze vezana na površini hidrogela, a manji broj njih unutar matrice. Procenat otpuštene 
lipaze u toku 24 h kretao se u opsegu od 60,2 do čak 97,4 %, tako da nema produţenog 
otpuštanja. Kinetika otpuštanja lipaze je analizirana pomoću Pepasovog matematičkog 








       
(12) 
gde je Mt ukupna kumulativna masa osloboĎene lipaze u vremenu t, M∞ ukupna 
kumulativna masa osloboĎene lipaze u stanju ravnoteţe, k je konstanta bubrenja, a n je 
difuzioni eksponent na osnovu koga se moţe odrediti mehanizam transporta 
102
. Kada n ima 
vrednost 1, otpuštanje lekovite supstance je nezavisno od koncentracije i vremena, što 
odgovara kinetici otpuštanja nultog reda. Ukoliko je n manje od 0,5 difuzija se odvija prema 
Fikovom zakonu, a ako je n izmeĎu 0,5 i 1, na otpuštanje utiču difuzija i relaksacija 
polimera. 
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Logaritmovanjem jednačine (12) i primenom modela za prvih 60 % procesa 
oslobaĎanja lipaze 
240
 izračunate su konstante k i n i prikazane u Tabeli 8.3, a dato je i 
poluvreme reakcije otpuštanja Mt/M∞ = 0,5. Kinetički parametri za uzorke sa 10 i 15 mas% 
itakonske kiseline nisu prikazani jer zavisnost otpuštene lipaze od vremena za prvih 60 % 
procesa nije bila linearna, tako da nije bilo moguće izračunati parametre k i n primenom 
ovog modela. Izračunate vrednosti za n su niţe od 0,5 što ukazuje da se transport lipaze 
odvija prema Fikovom zakonu, tj. difuzijom kroz hidrogel 
240
.  
Kad je u pitanju umetanje proteina po Metodi I, hidrogelovi sa većim sadrţajem 
itakonske kiseline i/ili niţeg stepena umreţenja poseduju veće brzine otpuštanja, ukazujući 
da je sa porastom bubrenja manji otpor difuziji. Tako, za date uzorke, t1/2 varira od 13,2 do 
20,8 h. TakoĎe je vaţno reći da hidrogelovi sa 20 mas% lipaze, 95/5/2/20 i 95/5/4/20, prate 
kinetiku otpuštanja koja je vrlo bliska kinetici nultog reda, što je u skladu sa podacima iz 
literature 
242
. U slučaju kada je lipaza umetnuta bubrenjem, hidrogelovi niţeg stepena 
umreţenja pokazuju veće brzine otpuštanja, što je posledica manjeg otpora difuziji sa 
porastom bubrenja. Tako, za date uzorke, t1/2 varira od 1,8 do 6,6 h. 
PoreĎenjem ove dve metode došlo se do zaključka da otpuštanje lipaze prati kinetiku 
blisku nultom redu 
242
 kada je lipaza umetnuta u hidrogel „in situ― metodom. Rezultati 
pokazuju da je uticaj pH vrednosti okolnog medijuma na kinetiku otpuštanja lipaze manje 
izraţen nego način vezivanja lipaze za nosač. 
 
Tabela 8.3. Konstanta bubrenja, difuzioni eksponent i veličina pora za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove sa 20 mas% lipaze umetnute „in situ― polimerizacijom. 
Uzorak 





n t1/2, h  nm 
85/15/2 - - 13,23 2,686 48,4 
90/10/2 - - 15,15 1,876 43,2 
95/5/2 0,019 1,02 19,51 1,095 41,0 
100/0/2 0,015 1,09 20,75 0,205 36,5 
85/15/4 - - 13,75 2,268 43,9 
90/10/4 - - 17,22 1,223 42,5 
95/5/4 0,018 1,05 19,44 0,726 40,0 
100/0/4 0,011 1,12 20,29 0,164 35,4 
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Za praktičnu primenu je veoma vaţno da protein zadrţi biološku aktivnost nakon 
otpuštanja. Zbog toga je nakon 96 h ispitana aktivnost otpuštene lipaze standardnom 
metodom na emulziji maslinovog ulja, a rezultati su prikazani u Tabeli 8.3. UtvrĎeno je da 
je aktivnost lipaze, umetnute „in situ― metodom, očuvana za sve ispitane hidrogelove, 
naročito pri pH 2,20 u kom bi inače došlo do potpune inaktivacije nativnog enzima nakon 
vrlo kratkog vremena. Veće vrednosti specifične aktivnosti su dobijene za hidrogelove u 
kojima je sadţaj itakonske kiseline bio veći. Najveću vrednost zadrţane enzimske aktivnosti 
otpuštene lipaze omogućio je uzorak 85/15/2/20, u iznosu od oko 0,5 IU/mg. Neznatno niţe 
vrednosti specifične aktivnosti su dobijene za ostale uzorke (STD = 10,1 %). 
Za umetanje lipaze metodom bubrenja je utvrĎeno da je mala aktivnost otpuštene 
lipaze, svega 1,2 IU/mgenz (za uzorak 95/5/4/0 u 1,0 mgenz/mL) i 2,1 IU/mgenz, (za uzorak 
95/5/2/0 u 5,0 mgenz/mL), verovatno usled naglog otpuštanja lipaze i njene brze deaktivacije. 
To ukazuje da primenjena metoda nije dobar način za umetanje proteina i njegovo 
otpuštanje iz hidrogela.  
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U ovom Poglavlju je ispitana potencijalna primena P(NiPAAm/IK) kopolimernih 
hidrogelova za kontrolisano otpuštanje lipaze u donjem delu GI trakta. Umetanje lipaze je 
izvedeno na dva načina, „in situ― polimerizacijom i bubrenjem hidrogelova u rastvoru lipaze 
odreĎene koncentracije, pH vrednosti i temperature. 
Ispitano je bubrenje ovih uzoraka simulacijom pH vrednosti u GI traktu, efikasnost 
ugradnje lipaze u hidrogelove i njen profil otpuštanja. Ustanovljeno je da se podešavanjem 
sastava i stepena umreţenja mogu podesiti uslovi kako bi se sintetisali hidrogelovi pogodni 
za kontrolisano otpuštanje lipaze i molekula slične molekulske mase sa visokim očuvanjem 
enzimske aktivnosti otpuštenog proteina. 
UtvrĎeno je da profil i kinetika otpuštanja lipaze zavise od pH okruţenja i sastava 
hidrogela. Otpuštanje lipaze je znatno brţe ukoliko je lipaza umetnuta Metodom II. Ukoliko 
se ţeli da se postigne nešto sporije otpuštanje, lipazu bi trebalo umetati Metodom I, koja se 
ujedno pokazala kao efikasnija za vezivanje lipaze. Sastav P(NiPAAm/IK) hidrogelova se 
moţe podesiti tako da zaštiti lekovitu supstancu tokom njenog boravka u kiseloj sredini kao 
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U radu su sintetisani P(NiPAAm/IK) homo- i kopolimerni hidrogelovi i primenjeni 
kao nosači za imoblizaciju lipaze iz Candida rugosa. Imobilizacija lipaze je izvedena na dva 
načina: bubrenjem prethodno sintetisanih hidrogelova u rastvoru enzima i „in situ― 
polimerizacijom, odnosno dodatkom lipaze u reakcionu smešu pre početka reakcije 
polimerizacije i umreţavanja. Hidrogelovi, sintetisani bez i u prisustvu lipaze, su 
karakterisani bubrenjem u puferima različitih pH vrednosti, ispitivanjem mehaničkih 
svojstava, FT-IR, SEM, UV/Vis i AFM analizom. Ispitana je primena imobilisane lipaze kao 
katalizatora u reakciji sinteze mirisnog estra, n-amil-izobutirata, u n-heksanu. U radu je 
takoĎe ispitana i mogućnost primene sintetisanih hidrogelova za kontrolisano otpuštanje 
terapeutskih proteina simulacijom pH vrednosti u GI traktu. 
Na osnovu dobijenih rezultata došlo se do sledećih zaključaka: 
 Na stepen bubrenja, veličinu pora i mehanička svojstva P(NiPAAm/IK) 
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 Imobilizacija enzima utiče na fizičko-hemijske karakteristike rezultujućeg 
hidrogela. S druge strane, struktura hidrogela ima značajan uticaj na ponašanje imobilisanog 
enzima.  
 Masa i aktivnost imobilisane lipaze zavise od metode imobilizacije, početne 
koncentracije lipaze, temperature i pH vrednosti na kojoj se izvodi imobilizacija, kao i od 
sastava hidrogela. 
 „In situ― imobilizacija lipaze se pokazala kao bolja metoda sa aspekta sloţenosti 
izvoĎenja, veće aktivnosti imobilisane lipaze, ekonomičnosti i efikasnosti.  
 Imobilisana lipaza, bez obzira na metodu imobilizacije, je pokazala bolju stabilnost 
pri skladištenju u odnosu na nativnu lipazu. Visoka katalitička aktivnost se zadrţava pri 
skladištenju na -20 ºC, dok je sa porastom temperature zabeleţen pad stabilnosti. 
 Promena reakcionih uslova, temperature, pH, sadrţaja dodate vode i mase 
biokatalizatora, utiče na tok reakcije esterifikacije i prinos estra. Visoki prinosi estra se 
dobijaju i nakon više ponovljenih ciklusa. UtvrĎeno je da je ―in situ‖ imobilisana lipaza 
(Metoda I) ekonomičnija i efikasnija od metode bubrenja kserogelova u rastvoru lipaze 
(Metoda II). Jedini nedostatak Metode I je produţeno vreme reakcije u poreĎenju sa 
vremenom trajanja ciklusa po Metodi II. Za primenu imobilisane lipaze kao biokatalizatora 
za sintezu estra, najbolja svojstva pokazao je hidrogel 90/10/2/20 (Metoda I). 
 Nasuprot očekivanjima, dodatak površinski aktivne materije, Triton X-100, nije 
značajno uticao na aktivnost imobilisane lipaze. 
 Profil i kinetika otpuštanja lipaze zavise od pH okruţenja i sastava hidrogela. 
Otpuštanje lipaze je znatno brţe ukoliko se lipaza imobiliše Metodom II. 
 Sastav P(NiPAAm/IK) hidrogelova se moţe podesiti tako da zaštiti lekovitu 
supstancu tokom njenog boravka u kiseloj sredini kao što je ţeludac i da je otpustiti u 
donjem delu GI trakta. 
 Na osnovu svega izloţenog, moţe se zaključiti da se P(NiPAAm/IK) hidrogelovi 
mogu koristiti kao matrice za imobilizaciju enzima i kao nosači za kontrolisano otpuštanje 
proteina. Koju će od ove dve uloge imati P(NiPAAm/IK) hidrogel zavisi od odnosa 
komonomera i stepena umreţenja. Za imobilizaciju lipaze i primenu kao biokatalizatora u 
reakciji sinteze estra optimalni sastav hidrogela je 90/10/2. S druge strane, za kontrolisano 
otpuštanje lipaze u donjem delu GI trakta zadovoljavajuća svojstva pokazao je hidrogel 
sastava 95/5/4.  
 
Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosača za imobilizaciju CRL  
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“My life is my message” 
Mahatma Gandhi
Sinteza pH- i temperaturno-osetljivih hidrogelova itakonske kiseline kao nosača za imobilizaciju CRL  
_________________________________________________________________________________________ 
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P R I L O G  
 
DEO II i III – EKSPERIMENTALNI DEO I REZULTATI I DISKUSIJA 
 
Poglavlje 3 i 4. 
Tabela T1. Mase neproreagovalih materija (MNM) i stepen reagovanja (p) nakon sinteze 













MNM, g p, % MNM, g p, % MNM, g p, % MNM, g p, % MNM, g p, % 
85/15/2 0,0242 97,7 0,0527 95,0 0,0602 94,5 0,0985 91,4 0,0242 98,0 
90/10/2 0,0269 97,4 0,0485 95,4 0,0816 92,5 0,0941 91,8 0,0269 97,8 
95/5/2 0,0226 97,8 0,0364 96,6 0,0593 94,6 0,0457 96,0 0,0226 98,2 
100/0/2 0,0155 98,5 0,0238 97,8 0,0443 95,9 0,0357 96,9 0,0155 98,8 
85/15/4 0,0133 98,8 0,0381 96,5 0,0617 94,4 0,0775 93,3 0,0948 92,5 
90/10/4 0,0248 97,7 0,0441 95,9 0,0425 96,2 0,0665 94,3 0,0995 92,1 
95/5/4 0,0154 98,6 0,0449 95,8 0,0387 96,5 0,0961 91,7 0,0832 93,4 
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DEO III – REZULTATI I DISKUSIJA 
 
Poglavlje 4. 
Tabela T2: Zapreminski udeo polimera u nabubrelom stanju (v2,s) za P(NiPAAm/IK) 
hidrogelove sintetisane bez i sa lipazom, sa 2,0 i 4,0 mas% umreţivača na pH = 2,20 ± 0,01 i 




2,0 mas% umreţivača 4,0 mas% umreţivača 
pH = 2,20 pH = 6,80 pH = 2,20 pH = 6,80 
85/15 
0,0 
0,609 0,051 0,628 0,074 
90/10 0,665 0,066 0,595 0,098 
95/5 0,617 0,175 0,625 0,244 
100/0 0,607 0,697 0,642 0,682 
85/15 
2,0 
0,5042 0,0422 0,4879 0,0657 
90/10 0,4983 0,0557 0,496 0,0869 
95/5 0,5486 0,1130 0,4805 0,1864 
100/0 0,5111 0,7408 0,4312 0,6852 
85/15 
5,0 
0,4555 0,0407 0,4813 0,0583 
90/10 0,5115 0,0587 0,4648 0,0846 
95/5 0,5212 0,1013 0,4321 0,1434 
100/0 0,5795 0,6648 0,3960 0,6757 
85/15 
10,0 
0,4755 0,0468 0,4272 0,0736 
90/10 0,4711 0,0520 0,4119 0,0845 
95/5 0,5313 0,1042 0,3952 0,1450 
100/0 0,5776 0,6955 0,3263 0,7142 
85/15 
20,0 
0,2878 0,0351 0,4620 0,0415 
90/10 0,2362 0,0500 0,5044 0,0824 
95/5 0,2147 0,0993 0,5278 0,1584 
100/0 0,4050 0,5818 0,3913 0,6886 
Prilog (nastavak) 
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Slika S1. FT-IR spektri sintetisanih hidrogelova: a) itakonske kiseline; b) poli(itakonske) 
kiseline; c) 85/15/2/20; d) 85/15/4/20); e) 90/10/2/5; f) 90/10/4/5; g) 90/10/2/10; h) 
90/10/4/10; i) 95/5/2/20; j) 95/5/4/20; k) 100/0/2/20; l) 100/0/4/20. 
Prilog (nastavak) 
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 a)          b)  
   
c)           d) 
Slika S2. SEM mikrografije P(NiPAAm/IK) hidrogelova: a) 90/10/2/5; b) 90/10/2/10; c) 









* - Uzorak pogodan za reakcije sinteze estra 
♦ - Uzorak pogodan za praćenje kinetike otpuštanja proteina 
 
Slika S3. Uzorci P(NiPAAm/IK) hidrogelova u suvom stanju a) i nakon bubrenja do 





* ♦ ♦ 
 
* ♦ ♦ 
Prilog (nastavak) 
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S P I S A K  I N S T R U M E N A T A  
 
Bomem MB 100 
Instrument za FT-IR 
analizu  
Graseby Specac Model: 
15,011 
Presa za tabletice za 





Polaron SC502 Raspršivač platine  
Rheometrics 605 Reometar  
Prilog (nastavak) 
_________________________________________________________________________________________ 
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Ultrospec 3300 pro 
UV/Visible 
Spectrophotometer Spektrofotometar  
Veeco CP-II  
Digitalni instrument - 
kontroler za AFM 
analizu  
WB Memmert 22 
Termostat-tresilica za 
reakcije sinteze estra  
Yellow line DI 25 basic 
Mešalica za pripremu 
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